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Un phénotype immunitaire dans les souris PC1/3 KO : un rôle 
régulateur de PC1/3 dans la sécrétion de cytokines 
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Les proprotéines convertases (PC) représentent des enzymes protéolytiques 
indispensables pour la génération de peptides actifs. La production de souris KO pour 
certains PCs nous a permis d'élucider plusieurs phénotypes physiologiques de ces 
enzymes. PC 1/3 est une enzyme traditionnellement reconnue comme étant exprimée dans 
le système neuroendocrinien. En effet, les études effectuées sur les souris PC 1/3 KO, ainsi 
que chez l'humain, ont démontré une fonction importante dans le clivage de substrats 
neuroendocriniens, tels que POMC et l'insuline. Par contre, très peu de recherches ont été 
effectuées du rôle de PC 1/3 dans la réponse inflammatoire, malgré les évidences de 
l'expression de cette enzyme dans les cellules immunitaires comme les macrophages. 
Dans l'étude présente, nous avons étudié la souris PC 1/3 KO sous un nouvel angle, soit le 
système immunitaire. Notre laboratoire avait répertorié antérieurement une augmentation 
de l'expression génique de PC 1/3 dans la rate après une stimulation au LPS. En 
examinant la rate de plus près, nous avons remarqué une splénomégalie ainsi qu'une 
désorganisation marquante des régions de la rate, notamment une invasion de la pulpe 
rouge avec la zone marginale pouvant affecter une réponse immunitaire adéquate. Le 
marquage de différents types cellulaires immunitaires a démontré une diminution de la 
présence de cellules dendritiques dans la rate de souris PC 1/3 KO. Un phénotype notable 
observé dans les souris PC 1/3 KO est la sensibilité de ces animaux au choc septique induit 
par le LPS. Ceci est souligné par une sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires 
(IL-6, IL-1|3, et TNF-a). De plus, les recherches présentées identifient les macrophages 
comme étant des contributeurs importants du débalancement de cette sécrétion puisque 
nous retrouvons une augmentation de sécrétion dans ces cellules isolées des souris PC 1/3 
KO. Un lien avec le système immunitaire acquis a aussi été observé dans la souris PC 1/3 
KO stimulée au LPS, où la voie pro-inflammatoire Thl prédomine. La sécrétion massive 
d'IFN-y observée dans le plasma de ces animaux soutient une réponse pro-inflammatoire 
Thl. En tenant compte de ces résultats, l'étude présentée identifie un nouveau rôle non 
conventionnel et régulateur de PC 1/3 dans le système immunitaire inné. Mots clés : 
PC 1/3, système immunitaire, LPS, macrophage, rate, choc septique, cytokines pro-
inflammatoires. 
SUMMARY 
Innate Immunity phenotype of PC1/3 knockout mice : a regulatory rôle 
ofPCl/3 in the cytokine sécrétion 
By 
Sarah Refaie 
Département of Biochemistry 
Mémoire presented to the Faculté de médecine et des sciences de la santé in order to 
obtain the diploma of masters in science (M. Se.) in Biochemistry, 
Faculté de médecine et des sciences de la santé, 
Univerité de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
The proprotein convertases (PC) are endoproteolytic enzymes essential for the génération 
of bioactive peptides. The production of KO mice for some of these PCs has allowed us to 
identify many différent physiological phenotypes for these enzymes. PC 1/3 is 
traditionally classified as a neuroendocrine enzyme. This has been supported by many 
studies performed in PC1/3 KO mice, as well as human subjects deficient in PC1/3, where 
this enzyme is responsible for the cleavage of neuroendocrine substrates, namely POMC 
and pro-insulin,. However, very little research has been done on the potential rôle of 
PC 1/3 in the immune system, despite evidence of its expression in immune cells, 
including macrophages. In the present study, we investigate the PC 1/3 KO mouse through 
an immunological aspect. Our laboratory has previously reported an increase in the 
expression of PC 1/3 in the spleen following LPS stimulation. By examining closely the 
spleen, we observed a splenomegaly of the organ as well as a marked disorganization of 
the régions of the spleen, such as an invasion of the red pulp with the marginal zone, 
which may affect the proper immunological response. Labeling of différent immune cells 
demonstrated a decrease in the dendritic cells present in the PC 1/3 KO mouse spleen. An 
interesting phenotype that was observed in the PC 1/3 KO mice is their sensitivity to an 
LPS-induced septic shock, which was evident by an exaggerated sécrétion of pro-
inflammatory cytokines (IL-6, IL-1 [5 et TNF-a). Furthermore, the present study identifies 
the macrophages as major contributors to the unbalanced sécrétion observed in the PC 1/3 
KO mice since we report an increase in cytokine sécrétion in isolated peritoneal 
macrophages. We also demonstrate a link with the adaptive immune system. A massive 
sécrétion of IFN-y was measured in the PC 1/3 KO mouse plasma, supporting the notion 
that the Thl pro-inflammatory pathway is prédominant in these mice following an LPS 
challenge. Taking into account these results, the study presented identifies a novel and 
unconventional rôle of PC 1/3 in the régulation of the innate immune system. 
Key words: PC 1/3, immune system, LPS, macrophage, spleen, septic shock and pro-
inflammatory cytokines. 
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INTRODUCTION 
1.1. Proprotéines Convertases (PCs) 
Il est connu que les proprotéines convertases (PCs) occupent une importance dans la 
génération de peptides bioactifs impliqués dans plusieurs mécanismes vitaux à 
l'organisme. La famille des PCs regroupe 9 membres identifiés jusqu'à présent, encodés 
par les gènes PCSK1 à PCSK9 codant pour le PC 1/3, PC2, furine, PC4, PC5/6, PACE4, 
PC7, SKI-1/S1P et PCSK9 (SEIDAH et al., 2008). Toutes les PCs, à l'exception de SKI-
1/S1P et PCSK9, reconnaissent et clivent au site de consensus R-X-R/K-RJ, (HOSAKA 
et al., 1991). Par contre, la proprotéine convertase SKI-1/S1P ne requiert pas d'acide 
aminé basique au site de clivage du précurseur, mais plutôt elle reconnaît des résidus 
hydrophobiques (BODVARD et al., 2007). D'autre part, la seule fonction de PCSK9 
connue jusqu'à présent est de lier le LDLR pour diriger la dégradation de ce récepteur 
(MAXWELL et al., 2005). 
1.1.1. Structure et homologie entre les PCs 
Initialement, les PCs sont traduites en zymogène, c'est-à-dire un précurseur pré-pro-PC, 
ce qui permet de réguler leur activation. Les différents domaines structuraux sont résumés 
dans la figure 1. Le zymogène contient un peptide signal au N-terminal important pour 
diriger l'enzyme vers la voie de sécrétion dans le réticulum endoplasmique (RE) 
(BASAK and LAZURE 2003). Le prodomaine des PCs joue un rôle en tant que 
régulateur de l'activité enzymatique en assurant le bon repliement et la stabilité de la 
protéine (CREEMERS et al., 1998, TANGREA et al., 2001). On retrouve une plus 









Figure 1. Structures protéiques des proprotéines convertases (PC). 
Représentation schématique des domaines structuraux de furine, PC 1/3, PC2, PACE4, 
PC4, PC5/6, PC7 et PCSK9. Les domaines N-terminaux, incluant le signal peptidique, le 
prodomaine ainsi que le domaine catalytique, possèdent une grande homologie entre les 
différentes PCs. La région C-terminale démontre une plus grande variation entre les 
membres de la famille des PCs. (Figure adaptée de (COUTURE et al., 2011), soumis le 
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Par exemple, une homologie de 15-60 % dans la séquence d'acide aminé a été déterminée 
pour le prodomaine, plus spécifiquement près du site catalytique des PCs (FUGERE et 
al., 2002). Le site catalytique des PCs contient une triade catalytique impliquant Sérine-
Histidine-Acide Aspartique (Ser-His-Asp) (ROUILLÉ et al., 1995). Une forte homologie 
se retrouve entre les PCs dans le site catalytique, soit de 50-70 % d'homologie 
(HENRICH et al., 2005). La spécificité envers les différents substrats des PCs implique 
donc d'autres facteurs, tels que les structures secondaires autour du site catalytique et 
l'expression localisée des différentes PCs (HENRICH et al., 2005). 
La portion C-terminale des PCs contient plus de variabilité entre les différents membres 
de la famille, mis en évidence dans la figure 1. On retrouve le domaine P, entre autres, au 
C-terminal, qui est une région importante pour lier le calcium (Ca2+) et détecter le pH. Le 
domaine P possède 40-60 % d'homologie entre les PCs et contribue à la stabilité du 
domaine catalytique (HENRICH et al., 2005, ZHOU et al., 1998). Toutes les PCs, à 
l'exception du PC7, contiennent un motif RGD dans le domaine P important pour la 
stabilité de l'enzyme et de son triage vers les granules de sécrétion (LUSSON et al., 
1997, ROVÈRE et al., 1999). Certaines PCs telles que la furine possède un domaine 
transmembranaire et cytoplasmique permettant leurs attachements à la membrane 
cellulaire. Par contre, les PCs solubles telles que PC 1/3 et PC2 ne contiennent pas de 
domaines transmembranaires. Certaines PCs possèdent des régions uniques comme PC 1/3 
et PC2 qui contiennent une région amphipatique dans le domaine C-terminale de la 
protéine. Cette région permet de diriger l'enzyme vers la voie de sécrétion régulée afin 
d'accomplir ses fonctions enzymatiques (LOU et al., 2007). 
1.1.2. Activation et régulation enzymatique de PC1/3 
L'activation des PCs commence dans le réticulum endoplasmique (RE) dans lequel le 
signal peptidique et le prodomaine sont clivés du zymogène via une activité 
4 
autocatalytique. Le prodomaine reste lié au PC de façon covalente afin de réguler son 
activité enzymatique. Il a été démontré que le prodomaine agit comme inhibiteur non 
spécifique des PCs pour assurer Factivation enzymatique dans le compartiment cellulaire 
approprié, tel que les granules de sécrétion (BASAK et al., 1999, FUGERE et al., 
2002). 
Dans le cas de PC 1/3, le clivage du prodomaine dans le RE produit la forme 87 kDa de 
cette enzyme (LINDBERG 1994). La forme 87 kDa de PC 1/3 démontre une activité 
enzymatique partielle, mais requiert un clivage additionnel dans le trans golgi (TGN) 
tardif pour donner la forme 66 kDa possédant une activité enzymatique maximale. Le pH 
acide d'environ 6 à 6,5 retrouvé dans le TGN tardif, fournit un environnement adéquat 
pour le clivage de la forme de PC 1/3 87 kDa en 66kDa (ZHOU et al., 1998). De plus, la 
concentration du Ca2+ dans le TGN est primordiale à Factivation adéquate de PC 1/3 
(ZHOU and LINDBERG 1994). Ces conditions environnementales sont régulées par le 
domaine P des enzymes PCs (ZHOU et al., 1998). 
Tout comme le rôle inhibiteur des prodomaines des PCs, la région C-terminale possède 
aussi un rôle régulateur de l'activité des PCs, en fonction des concentrations. A des 
concentrations de l'ordre du nM, le domaine C-terminal favorise l'activité des PCs. Par 
contre, des expériences in vitro ont démontré qu'une concentration élevée, de l'ordre du 
(iM, du peptide représentant le domaine C-terminal inhibe les fonctions enzymatiques des 
PCs (RABAH et al., 2007). Donc, suivant les clivages séquentiels du PC1/3, l'enzyme 
est emmagasinée dans des granules de sécrétion dans lesquelles le PC 1/3 clive les 
précurseurs appropriés (DIKEAKOS et al., 2009). Le contenu de ces granules est 
relâché dans le milieu extracellulaire via la voie de sécrétion régulée suivant une 
stimulation de la cellule. La régulation temporelle et spatiale de l'activité enzymatique 
occupe une grande importance dans la physiologie cellulaire afin d'assurer un clivage 
adéquat et opportun des précurseurs peptidiques. 
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Certaines PCs possèdent des inhibiteurs endogènes qui ont comme fonction de réguler ces 
enzymes. Jusqu'à présent, seulement deux inhibiteurs endogènes ont été identifiés, dont 
7B2 et proSAAS ciblant PC2 et PC1/3, respectivement (MARTENS et al., 1994, QIAN 
et al., 2000). La proSAAS est co-exprimée avec PC 1/3 dans l'hypophyse et les intestins 
(SAYAH et al., 2001). L'effet inhibiteur de proSAAS relève de la séquence LLRVKR 
retrouvée dans le domaine C-terminal du peptide (CAMERON et al., 2000, SAYAH et 
al., 2001). Par contre, la spécificité de proSAAS à inhiber PC1/3 reste à confirmer avec 
des études plus approfondies. La localisation spécifique des différentes PCs contribue 
aussi à la régulation de leurs activités enzymatiques. 
1.1.3. Localisation et substrats de PC1/3 
La redondance dans la structure des PCs est contrebalancée par la localisation 
différentielle des PCs pour agir sur des substrats spécifiques dans des systèmes 
biologiques distincts. Furine et PC7 sont exprimées de façon constitutive chez l'humain, 
tandis que l'expression des autres PCs est restreinte à des systèmes ou organes. Le profil 
d'expression des PCs permet de limiter l'activation de peptides bioactifs dans différents 
tissus. 
Le PC 1/3 est traditionnellement reconnu comme une enzyme restreinte au système 
neuroendocrinien. De plus, PC 1/3 est souvent co-exprimée avec PC2 dans la voie de 
sécrétion régulée puisque ces deux enzymes partagent des substrats similaires tel que dans 
le cas du clivage du proopiomélanocortine (POMC). Il semble redondant d'avoir deux 
enzymes pour cliver un même précurseur, par contre ce mécanisme permet de contrôler la 
production de peptides bioactifs. Par exemple, dans le lobe antérieur nous retrouvons que 
l'expression le PC 1/3 permettant la production d'ACTH qu'à partir du substrat POMC. 
D'un autre côté, PC 1/3 est également exprimée avec PC2 dans le lobe intermédiaire de 
l'hypophyse pour générer des peptides bioactifs, comme a-MSH, à partir de l'ACTH, un 
produit du clivage du précurseur POMC par PC 1/3, puisque ces deux enzymes 
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reconnaissent différents sites de clivages (figure 2) (BENJANNET et al., 1991). Le 
clivage séquentiel des substrats par ces deux enzymes est régulé par l'activation latente de 
PC2 dans les granules de sécrétion. Ce compartiment cellulaire contient un pH plus acide 
requis pour l'activité enzymatique de PC2 (BRUZZANITI et al., 1999). 
Le clivage séquentiel est aussi présent dans les cellules P du pancréas où PC 1/3 et PC2 
clivent la proinsuline pour produire la forme bioactive, l'insuline (GOODGE and 
HUTTON 2000). Un autre substrat commun au PC 1/3 et PC2 est le proglucagon qui est 
converti en glucagon ou GLP-1/2 dans le pancréas ou l'intestin, respectivement 
(ROUILLÉ et al., 1995). PC 1/3 clive le proglucagon pour générer les peptides GLP-1 et 
GLP-2 dans les cellules L du petit intestin. D'un autre côté, le clivage par PC2 du 
proglucagon pour produire du glucagon bioactif se produit dans les cellules oc du 
pancréas. PC2 reconnaît également le même site de clivage que PC 1/3 sur le précurseur 
de proglucagon, ce qui cause ainsi la génération d'une petite quantité de GLP-1 dans les 
cellules a (figure 2). 
Donc, l'expression différentielle des PCs confère à la régulation ainsi qu'à la spécificité 
des PCs à cliver les substrats dans les tissus responsables de la génération de peptides 
bioactifs. L'absence d'un de ces enzymes peut causer des problèmes physiologiques 
importants résultant d'un manque de production de peptides essentiels dans certains 
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Figure 2. Substrats de PCl/3 dans le système neuroendocrinien. 
Dans le lobe antérieur et intermédiaire de l'hypophyse, PCl/3 clive le précurseur 
proopiomélanocortine (POMC) en ACTH, qui est ensuite clivé en plusieurs peptides 
bioactifs dans le lobe intermédiaire par l'activité de PC2, qui n'est pas présente dans le 
lobe antérieur. PCl/3 agit sur la proinsuline, avec l'aide de PC2, pour produire l'insuline 
bioactive. Le proglucagon est clivé dans les cellules L du petit intestin par PCl/3 pour 
produire le GLP-1 et le GLP-2. Les figures du clivage de POMC, proinsuline et 
proglucagon ont été adaptées de (BICKNELL 2008, LIPKIND and STEINER 1999, 
FURUTA et al., 1997), respectivement. 
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1.1.4. Déficience en PC1/3 chez l'humain 
Une déficience en PC1/3 a été répertoriée dans seulement trois cas chez l'humain jusqu'à 
présent. La première personne identifiée avec une déficience en PC 1/3 était caractérisée 
avec une obésité marquante à l'enfance (O'RAHILLY et al., 1995). Le gène de PC 1/3 
contenait une mutation dans l'exon 13 où la Gly, à la position 483, a été changé pour une 
Arg résultant à la rétention de la proPCl/3 dans le RE (JACKSON et al., 1997). Cette 
rétention inhibe la maturation de proPCl/3 en PC 1/3. De plus, l'individu possédait une 
autre mutation dans l'intron 5, ce qui perturbe le site d'excision. Ceci cause l'absence de 
l'exon 5 dans la traduction du gène de PC1/3 ainsi que l'introduction d'un codon-stop 
dans le site catalytique. 
La deuxième personne ayant une déficience en PC1/3 démontrait une délétion de l'Ala213 
près de l'His208, un composant de la triade catalytique, ainsi qu'une mutation dans 
Glu250 stop, causant un domaine catalytique non fonctionnel (JACKSON et al., 2003). 
Le cas clinique le plus récemment caractérisé démontre une déficience en PC 1/3 due à 
une mutation non-sens homozygote de Ser307 en Leu menant à une perte de fonction. 
Cette mutation déstabilise la structure de la protéine près de la niche oxyanique affectant 
le clivage de proPCl/3 en forme active (FAROOQI et al., 2007). 
Les symptômes reliés à la déficience de PC 1/3, dans les trois cas identifiés, comprennent 
une obésité à l'enfance, hypocortisolémie, entéropathie, incluant une malabsorption des 
monosaccharides et de lipides manifestée en diarrhée. Les profils des protéines 
précurseurs, ainsi que leurs produits de clivage résultant de l'activité catalytique de 
PC 1/3, ont été étudiés dans chacun des cas cliniques. La concentration sanguine de 
POMC est élevée chez ces gens déficients en PC 1/3 tandis que les niveaux d'ACTH, un 
produit de clivage par PC 1/3 de POMC, semblent inchangés. Ceci suggère la présence de 
systèmes compensatoires pour le clivage de POMC en ACTH, dont d'autres PCs, incluant 
PC5A ou furine qui ont démontré une capacité de cliver ce précurseur (JACKSON et al., 
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2003). Une diminution de la maturation de POMC dans l'hypothalamus causerait une 
diminution dans la signalisation par la mélanocortine ce qui pourrait expliquer le 
développement de l'obésité chez ces personnes (FAROOQI et al., 2007). 
Les concentrations sanguines de proinsuline, aussi un substrat pour PC 1/3, sont 
augmentées chez ces individus causant une diminution de l'insuline circulante 
(O'RAHILLY et al., 1995). Les dysfonctions intestinales ont été attribuées à une 
diminution de la sécrétion de GLP-2, important dans la stimulation et le renouvellement 
de l'épithélium, des cellules de la muqueuse des intestins (FAROOQI et al., 2007). GLP-
2 est un produit de clivage de proglucagon, un substrat pour PC 1/3. Donc, la 
caractérisation des effets d'une déficience de PC 1/3 fonctionnelle chez l'humain nous a 
permis de mieux comprendre le rôle physiologique de PC 1/3. 
Des études plus approfondies sont nécessaires afin d'élargir nos connaissances sur les 
différentes fonctions de PC 1/3 chez l'humain. Puisque la recherche dans un modèle 
humain est difficile, l'utilisation de souris KO devient un outil indispensable dans 
l'investigation des rôles physiologiques des PCs. 
1.1.5. Modèle de souris PC1/3 KO 
Le développement de la souris knockout (KO) nous permet d'étudier les fonctions 
physiologiques de différentes protéines. Plusieurs modèles KO pour les différentes PCs 
ont été développés au cours des dernières années (tableau I). Pour certaines PCs, 
l'absence de l'enzyme cause la mort embryonnaire, comme dans le cas de la furine 
(ROEBROEK et al., 1998), du PC5/6 (ESSALMANI et al., 2006) et du SKI-1 
(YANG et al., 2001), en raison de leurs fonctions dans le développement embryonnaire. 
Par contre, un quart des souris PACE4 KO décède au stade embryonnaire dû aux 
malformations du cœur et du craniofaciale, impliquant un rôle compensatoire des autres 
PC KO Phénotypes Références 
Furine Non viable Roebroek et al., 1998 
Nain à naissance; Défaut dans le 
PC1/3 clivage de POMC, pro-insuline et pro-
glucagon intestinal 
Zhu et al., 2002 
PC2 Diminution de l'insuline circulante Furuta et ai., 1997 
PC4 Infertile Mbikay et al., 1997 
PACE4 
75% Non viable; survivants ont 
malformation craniofaciale 





Essalmani et al., 2006 
Villeneuve et al., 2002 
„ „ Diminution de la synthese de lipide 
SKI-1/S1P , ' . K Yang et al., 2001 
dans le foie 
Absorption du cholestérol augmente 
PCSK9 Abifedel et al., 2003 
dans le foie 
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Tableau I. Sommaire des souris transgéniques KO produites pour les différentes 
PCS. 
Liste des souris PC KO produites ainsi que leurs phénotypes décrits par différents groupes 
de recherches. Les souris KO pour furine, PC5/6 et la majorité des PACE4 sont non 
viables à l'état embryonnaire. 
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PCs lors du développement dans les souris qui survivent (CONSTAM and 
ROBERTSON 2000). D'autres modèles KO ont des effets plus spécifiques, comme dans 
le cas de PC4, où les souris sont infertiles (MBIKAY et al., 1997), ainsi que dans le cas 
des souris PCSK9 KO dans lesquelles nous remarquons une augmentation de 
l'incorporation du cholestérol dans le foie (RASHID et al., 2005). 
Dans les expériences de l'étude présentée, nous avons utilisé des souris PC 1/3 KO. Ce 
modèle a été développé en supprimant l'exon 1 et quelques éléments transcriptionnels, tel 
que CRE, ICS, GHF-1, AP-1, SP1 du gène de PCSK1 par homologie recombinante (ZHU 
et al., 2002). Les souris PC 1/3 KO sont difficiles à obtenir puisque l'accouplement des 
hétérozygotes ne donne pas des progénitures suivant le ratio mendélien. Une portée issue 
d'un croisement des hétérozygotes contient seulement 16% de souris PC1/3 KO, dont 
seulement 33 % survivent une semaine après la naissance. Les nouveaux nés, à partir de 3 
jours, démontrent un retard dans la croissance avec une taille 60 % plus petite que leurs 
congénères. Ceci résulte de l'absence de maturation de proGHRH, un substrat de PC1/3, 
qui est important pour la stimulation de la relâche de GH des cellules de l'hypophyse. Le 
retard de croissance n'est pas observé chez les humains identifiés avec une déficience en 
PC 1/3. Par contre, les études n'ont pas mesuré les niveaux de GH chez ces patients, ce qui 
pourrait nous donner une meilleure indication de la physiologie à l'enfance en absence de 
PC 1/3 fonctionnel. Dans notre laboratoire, nous avons observé, parallèlement aux cas 
humains, une accumulation de gras abdominal dans les souris PC 1/3 KO adultes. Une 
augmentation de l'expression de POMC ainsi qu'un défaut dans la maturation en ACTH a 
aussi été remarqué dans l'hypophyse des souris PC 1/3 KO, ce qui peut se comparer avec 
les cas humains répertoriés. De plus, plusieurs substrats pour PC 1/3, incluant la 
proinsuline dans les cellules [3 du pancréas ainsi que le proglucagon dans les cellules L 
intestinales, s'accumulent dans les souris PC 1/3 KO. 
Puisque PC2 est structurellement similaire à PC 1/3 et leurs substrats se chevauchent 
parfois, l'étude présentée a aussi utilisé des souris PC2 KO pour déterminer la spécificité 
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du rôle de PC 1/3 responsable des résultats obtenus. Les souris PC2 KO ont été 
développées avec l'introduction du gène de résistance pour néomycine dans le troisième 
exon du gène PCSK2 ce qui perturbe la région de l'épissage alternatif (FURUTA et al., 
1997). Les phénotypes observés chez les souris PC2 KO répertoriés incluent une 
augmentation de proinsuline circulante et une déficience dans la production de glucagon à 
partir de son précurseur dans les cellules a dans le pancréas. Une accumulation de 
l'ACTH est aussi remarquée dans le lobe intermédiaire de l'hypophyse résultant d'un 
blocage du clivage de l'ACTH en a-MSH. Le modèle PC7 KO a également été utilisé 
dans cette étude comme contrôle. La souris PC7 KO a été développée en délaitant les 
exons 3 à 7 du gène PCSK7. Jusqu'à présent, aucun phénotype anormal n'a été reporté 
dans la littérature chez les souris PC7 KO (VILLENEUVE et al., 2002). 
1.2. Système immunitaire 
L'étude présentée examine le rôle de PC1/3 dans la réponse inflammatoire. Compte tenu 
de ceci, il serait intéressant de réviser quelques principes de base de l'immunité essentiels 
à la compréhension de notre recherche. 
1.2.1. Système immunitaire inné vs acquis 
Le corps humain utilise différentes façons hiérarchiques pour se protéger contre les 
pathogènes. Il existe deux grandes classes du système immunitaire : inné, impliquant une 
réponse aiguë à l'infection qui dure quelques heures, et acquise qui engendre une réponse 
immunitaire pouvant durer quelques jours. 
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Une infection débute avec l'entrée d'un pathogène qui doit franchir une barrière physique 
telle que la peau ou l'épithélium de l'intestin pour entrer dans l'hôte. L'infiltration du 
pathogène dans le corps engendre une réponse immunitaire aiguë, incluant 
l'inflammation, lorsque les cellules du système immunitaire inné qui circulent dans le 
sang et les tissus réagissent à certains éléments pathogéniques. Les cellules impliquées 
dans la réponse immunitaire innée inclus les cellules dendritiques, neutrophiles, cellules 
NK, monocytes et macrophages. Ces cellules représentent la première ligne de défense 
chez l'humain, car ils contiennent des senseurs tels que les toll-like receptors (TLRs) qui 
répondent à la présence de molécules pathogéniques. Ceci sera discuté en détail plus tard. 
Un exemple de molécule reconnu par les cellules immunitaires est le lipopolysacharide 
(LPS), un composant de la paroi bactérienne gram négative (LEUNG et al., 2006). 
L'activation de certaines cellules du système immunitaire inné permet l'induction de la 
phagocytose du pathogène pour tenter de l'éliminer (WU et al., 2009). Cette famille de 
phagocytes regroupe les macrophages, les monocytes, les neutrophiles ainsi que les 
cellules dendritiques. La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires permet d'induire une 
inflammation locale par la vasodilatation des vaisseaux sanguins environnants. La 
vasodilatation est surtout médiée par l'IL-1 (3 et le TNF-a. L'IL-lp stimule la relâche de 
l'histamine par les mastocytes ce qui cause une augmentation de la perméabilité des 
vaisseaux sanguins au site inflammatoire (FEGHALI and WRIGHT 1997). Par ailleurs, 
le TNF-a stimule les cellules endothéliales ce qui résulte au réarrangement du 
cytosquelette afin d'augmenter l'espace entre ces cellules (KIEMER et al., 2002). La 
stimulation par le TNF-a cause aussi une augmentation de l'expression de molécules 
d'adhésions, incluant l'ICAM-1 et l'E-selectine, sur les cellules endothéliales ce qui 
facilite l'adhésion et la migration des leucocytes circulants vers le site d'infection (LO et 
al., 1992). 
Les phagocytes sont également une source importante de la sécrétion de chimiokines. La 
combinaison de la vasodilatation avec la sécrétion de chimiokines fournit un 
environnement propice au recrutement d'autres cellules immunitaires au site d'infection. 
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Par exemple, la stimulation du TLR4 sur les macrophages induit une sécrétion de 
chimiokines CXCL8 et CCL5, des chimiokines appartenant aux familles CXC et CC 
respectivement (COELHO et al., 2005). Le CXCL8 recrute les neutrophiles au site 
d'infection, tandis que les membres de la famille CC activent et recrutent les cellules T et 
les éosinophiles (KUNKEL and BUTCHER 2002). 
Lorsque les phagocytes ne sont pas efficaces pour éliminer le pathogène, il y a un 
recrutement de cellules du système immunitaire acquis, dont les lymphocytes B et T. Ces 
cellules permettent d'augmenter, ou diminuer, l'activation des fonctions des cellules 
immunitaires, telles que la phagocytose et la sécrétion de cytokines. Les phagocytes 
occupent aussi le rôle de présenter des antigènes aux lymphocytes B et T naïfs. 
L'activation des macrophages, par exemple, par un pathogène induit l'expression de 
molécules CMH surtout de type II, liées à une molécule pathogénique modifiée 
(ROSENTHAL and SHEVACH 1973). Donc, en plus d'être connus comme des 
phagocytes, les macrophages portent l'appellation de cellules présentatrices d'antigène 
(CPA). Ces cellules migrent du tissu infecté vers le ganglion lymphatique pour présenter 
l'antigène pathogénique aux lymphocytes B et T naïfs afin de les activer et de réguler la 
réponse inflammatoire. Les cellules activées migrent ensuite vers le site d'infection en 
suivant le gradient de chimiokines sécrétées par les cellules du système immunitaire inné. 
Un exemple de cette communication entre les systèmes immunitaires inné et acquis dans 
une réponse à une infection peut être examiné dans la rate, un organe immunitaire 
important. 
La rate est divisée en deux grandes régions : la pulpe rouge et la pulpe blanche (figure 3). 
La pulpe rouge représente la partie de la rate perfusée par les vaisseaux sanguins 
permettant la filtration du sang (CESTA 2006). Les CPA tels que les macrophages et 
cellules dendritiques résident dans la pulpe rouge afin de surveiller le sang qui est filtré 
dans la rate pour des pathogènes (MEBIUS and KRAAL 2005). La population 
diversifiée des macrophages dans la rate démontre un rôle multifonctionnel de cet organe 
dans l'immunosurveillance sanguin. Les trois groupes de macrophages incluent les 
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macrophages de la pulpe rouge, de la zone marginale et métallophiliques. Puisque la 
pulpe rouge est perfusée par les vaisseaux sanguins, les macrophages de la pulpe rouge 
surveillent le sang pour la présence d'infection ainsi que l'élimination d'érythrocytes 
vieillissants (CESTA 2006). Les macrophages situés dans la zone marginale, caractérisés 
par l'expression du SIGNR1 et le récepteur MARCO, possèdent un rôle pour capter les 
cellules mortes et les molécules pathogéniques circulantes (MCGATHA et al., 2011). La 
fonction des macrophages métallophiliques, d'un autre côté, expriment la molécule 
d'adhésion SIGLEC-1, est peu définie, mais il est suggéré que ce sous-type de 
macrophage régule la migration des cellules T (WERMELING et al., 2009). La 
détection d'un antigène pathogénique active les CPA qui migrent vers la pulpe blanche. 
Cette région de la rate représente le ganglion lymphatique contenant des lymphocytes B et 
T. La zone marginale entoure la pulpe blanche et contient des macrophages et des cellules 
B. Donc, la communication entre les CPA et les cellules B et T, via la liaison du complexe 
CMH-antigène, permet l'activation de leur rôle régulateur de la réponse immunitaire. 
Lorsque le système immunitaire ne parvient pas à éliminer un pathogène, les facteurs pro-
inflammatoires peuvent augmenter à des niveaux dangereux affectant ainsi les fonctions 
de l'hôte. L'activation dérégulée de la réponse inflammatoire peut engendrer l'induction 
d'une pathologie nommée le sepsis. 
1.2.2. La pathologie du sepsis 
La régulation de la réponse inflammatoire est essentielle afin de prévenir une activation 
continue du système immunitaire. Par contre, dans certaines pathologies, les propriétés 
pro-inflammatoires des cellules immunitaires sont massivement stimulées causant des 
dommages à l'hôte. Le sepsis est une pathologie résultant souvent d'une infection 
systémique causant un cyîokine storm, c'est-à-dire une sécrétion démesurée de cytokines 
pro-inflammatoires (IL-6, IL-ip et TNF-a) par les macrophages, entre autres, dans le 
















Figure 3. Représentation schématique des régions de la rate. 
La rate est sous-divisée en trois régions : la pulpe rouge, la zone marginale et la pulpe 
blanche. On retrouve des macrophages dans ces trois régions, mais avec des fonctions 
différentes. Les cellules B (B cell) se situent dans la zone marginale et la pulpe blanche. 
La présentation d'antigènes aux cellules B se fait dans la zone marginale par des cellules 
présentatrices d'antigènes telles que les cellules dendritiques (DC). L'image a été adaptée 
de (GORDON and TAYLOR 2005). 
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Les symptômes reliés à cette sécrétion démesurée de cytokines sont la fièvre, 
l'inflammation et la vasodilatation systémique entraînant une baisse de pression 
importante et une augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins (RITTIRSCH 
et al., 2008). 
Le sepsis peut se développer en sepsis sévère marqué pathologiquement par une perte de 
fonctions de certains organes essentiels tels que le foie, les reins et les poumons (ULLOA 
and TRACEY 2005). La sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires cause 
l'activation de la thrombine ce qui augmente la formation de la fibrine et favorise la 
coagulation dans les capillaires. La coagulation diminue donc la perfusion de certains 
organes résultant en nécrose du tissu et contribuant à la perte de fonction de ces organes 
(RITTIRSCH et al., 2008). 
La surproduction de radicaux libres, connus sous l'acronyme ROS (reactive oxygen 
species), stimulée par les cytokines pro-inflammatoires, entre autres, est aussi impliquée 
dans l'induction de dommages d'organes. Les cellules immunitaires produisant les ROS, 
par l'intermédiaire du NADPH oxidase (SANLIOGLU et al., 2001), en quantité régulée 
accorde un avantage à l'hôte pour l'élimination d'une infection locale puisque les ROS 
causent, par exemple, des altérations dans la perméabilité de la membrane cellulaire des 
bactéries ainsi que des dommages à l'ADN bactérien (FANG 2004). Par contre, une 
production systémique en quantité dérégulée de ROS engendre des dommages à l'hôte tel 
que l'oxydation de l'ADN et des protéines ce qui résulte à l'induction de l'apoptose 
suivant de la perte de fonctions des organes (VICTOR et al., 2004). 
La progression du sepsis en choc septique représente l'étape de la pathologie qui 
comporte le plus grand risque de mortalité puisque 90 % des patients décèdent 
(SCHLICHTING and MCCOLLAM 2007). Le choc septique est marqué par une perte 
de fonctions de plusieurs organes vitaux en combinaison avec un choc cardiaque, dans 
lequel la relâche massive de TNF-a, IL-lp et IL-6 inhibe la contraction des 
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myocardiocytes (NGUYEN and YAFFE 2003, FLYNN et al., 2010). Il a été démontré 
que la plupart des pathogènes causant le développement du sepsis sont des bactéries de 
gram négative et gram positive (SRISKANDAN and ALTMANN 2008). Dans certains 
cas, une infection par plusieurs pathogènes est impliquée dans l'induction de la pathologie 
du sepsis. 
L'utilisation de médiateurs anti-inflammatoires dans le traitement du sepsis afin d'inhiber 
le cytokine storm caractéristique de cette pathologie est grandement controversée 
(LATIFI et al., 2002, ASFIARE et al., 2005) puisque le sepsis contient une phase 
immunosuppressive qui définit la mortalité chez les patients (MUENZER et al., 2010). 
Cette phase implique, entres autres, l'activité de la cytokine anti-inflammatoire IL-10. Il a 
été démontré dans un modèle murin induit au sepsis que l'inhibition des activités d'IL-10 
à partir de 12 heures post-infection, mais pas avant, protégeait les souris du choc septique 
(KALECHMAN et al., 2002). La phase initiale du sepsis cause une relâche massive de 
cytokine pro-inflammatoire, discutée plus haut, jumelée avec la relâche de médiateurs 
anti-inflammatoire, telle que l'IL-10, ce qui démontre l'importance de réguler la réponse 
inflammatoire (HOTCHKISS et al., 2009, MUENZER et al., 2010). La concentration 
d'IL-10 semble corréler avec la sévérité de la pathologie ainsi qu'un indicatif de la survit 
du patient (MUENZER et al., 2010). Les effets inhibiteurs de l'IL-10 sur les cellules 
impliquées dans la réponse inflammatoire, plus spécifiquement les macrophages, sont 
discutés dans les sections subséquentes. 
L'induction du sepsis implique un ensemble de mécanismes provenant de plusieurs 
cellules immunitaires, dont les macrophages. Ceux-ci possèdent un rôle primordial dans 
l'initiation du sepsis puisqu'ils sont un des types cellulaires à amorcer une réponse 
inflammatoire. La stimulation par les molécules pathogéniques issue d'une infection 
systémique active constamment les macrophages, entre autres, ce qui rend la régulation de 
la réponse inflammatoire difficile. D'ailleurs, dans certains cas, le sepsis sévère peut être 
transformé en syndrome de l'activation du macrophage (GROM and MELLINS 2010), 
caractérisée par une hyperactivité des fonctions pro-inflammatoires des macrophages 
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incluant une forte sécrétion d'IFN-y et l'induction de la voie Thl, décrite plus tard. Les 
macrophages occupent plusieurs fonctions essentielles dans la pathophysiologie du sepsis, 
incluant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dérégulée menant à un cytokine 
storm (VICTOR et al., 1998). De plus, les macrophages sont une source importante de la 
production de ROS qui est impliqué dans l'induction des dommages d'organes 
(FARLEY et al., 2009), ainsi que de NO, par l'intermédiaire de l'expression de l'iNOS, 
une composante importante pour la vasodilatation des vaisseaux sanguins (SATO et al., 
1995). Les macrophages produisent aussi des chimiokines pour attirer d'autres médiateurs 
inflammatoires dans divers tissus (VAN DER WINDT et al., 2010). Donc, tous ces 
rôles inflammatoires des macrophages décrits la fonction essentielle des macrophages 
dans la pathologie du sepsis. 
1.2.3. Macrophages 
Le macrophage représente un joueur indispensable dans le système immunitaire inné 
puisqu'il est une des premières cellules à amorcer la réponse inflammatoire suivant la 
détection du pathogène au site d'infection. Le développement des macrophages débute, 
comme pour tous les leucocytes, avec une cellule souche hématopoïétique pluripotente 
qui se différencie en une cellule progéniture myéloïde commune dans la moelle osseuse 
pour ensuite se différencier en progéniture des granulocytes ainsi qu'en progéniture des 
macrophages. En réponse au M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), ces 
précurseurs sont ensuite différenciés en monoblastes et promonocytes dans la moelle 
osseuse. Dans le sang, ces cellules vont se transformer en monocytes, et ce n'est que dans 
les tissus spécifiques que la différenciation en macrophages se produit (GORDON and 
TAYLOR 2005). 
Les rôles des macrophages inclus la surveillance de la présence d'infection dans l'hôte 
afin d'enclencher une réponse inflammatoire via la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, la production de radicaux libres, la phagocytose ainsi que la présentation 
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d'antigène. En étant des cellules impliquées dans la première ligne de défense lors d'une 
infection, les macrophages contiennent des mécanismes élaborés pour la détection de 
pathogènes. L'expression de toll-like receptors (TLRs) à la surface membranaire permet 
aux macrophages d'amorcer une réponse inflammatoire contre différentes bactéries, virus 
et mycoplasmes (AKIRA and HEMMI 2003). 
La liaison des PAMPs par les TLRs induit l'activation d'une cascade de signalisation 
intracellulaire dans les macrophages causant une stimulation des fonctions pro-
inflammatoires des macrophages. La sécrétion d'IL-6, IL-ip et TNF-a augmente la 
perméabilité des vaisseaux sanguins au site d'infection via la vasodilatation causant une 
inflammation locale. Les macrophages dirigent les lymphocytes en produisant un gradient 
de concentration, avec une quantité plus importante au site d'infection, des médiateurs 
inflammatoires, via la sécrétion de chimiokines mentionnée plus haut. 
La motilité cellulaire représente une composante importante de l'activation des 
macrophages lors d'une infection afin de se diriger vers le site d'infection et aussi vers les 
ganglions lymphatiques pour l'activation des cellules T. La formation de podosomes sur 
les macrophages facilite la motilité de ces cellules tout en permettant d'augmenter le 
champ d'interaction avec les pathogènes environnant. Les podosomes sont composés d'un 
centre de filaments d'actine entouré de molécules d'intégrines ainsi que des protéines 
associées à l'intégrine, telles que la vinculline, la taline ou la paxilline (LINDER and 
KOPP 2005). Ceux-ci facilitent la motilité via l'interaction avec des intégrines exprimées 
sur d'autres cellules, telles que les cellules endothéliales. Le recrutement des monomères 
d'actine au site de polymérisation au podosome requiert l'activité du WASp, une protéine 
adaptatrice qui active le complexe Arp2/3 induisant ainsi la polymérisation de l'actine 
(MONYPENNY et al., 2011). De plus, il a été démontré que la motilité des 
macrophages se produit par l'intermédiaire du cycle de la phosphorylation, et subséquente 
déphosphorylation, des protéines WASp (DOVAS et al., 2009). Cette dynamique régule 
la polymérisation de l'actine ainsi que la dégradation de la matrice extracellulaire 
facilitant ainsi le mouvement des macrophages à travers différents tissus. 
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La plasticité des macrophages permet à ces cellules de s'adapter à différents stimuli assez 
rapidement. Il existe donc une activation alternative des macrophages via la liaison de 
l'IL-4. La stimulation des macrophages par IL-4 diminue la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, la présentation d'antigène ainsi que la production de radicaux libres 
(MOSSER and EDWARDS 2008). D'un autre côté, l'IL-4 induit les macrophages à 
sécréter des composés de la matrice extracellulaire et augmente l'expression du récepteur 
mannose ainsi qu'un récepteur de l'IL-ip, l'IL-lR2 (GORDON 2003). Ce récepteur de 
l'IL-ip est exprimé en forme soluble ou à la surface membranaire des cellules. L'IL-1R2 
est considéré comme un récepteur piège Çdecoy receptor') puisqu'il séquestre l'IL-ip et 
empêche la liaison de cette cytokine au récepteur actif, IL-1R1 (MANTOVANI et al., 
2001). Puisque TIL-1R2 ne possède pas de domaine TIR (Toll/interleukin-1 Receptor), la 
liaison de l'IL-ip à 1TL-1R2 n'induit pas de signalisation intracellulaire. Donc, en 
augmentant l'expression de 1TL-1R2, suite à une stimulation à l'IL-4, les macrophages 
peuvent capter davantage les molécules d'IL-ip libre dans le milieu extracellulaire afin de 
réduire les effets pro-inflammatoires de l'IL-ip. Les cellules qui sécrètent l'IL-4 incluent 
les basophiles, les mastocytes ainsi que les lymphocytes Th2. 
Plusieurs facteurs et mécanismes inhibiteurs existent pour contrôler les fonctions pro-
inflammatoires des macrophages. L'IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire produite 
par les CPA telle que les macrophages et les lymphocytes Th2 et Treg. La fonction 
primaire d'IL-10 est d'inhiber l'inflammation. Ce rôle est accompli via l'inhibition de la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, de radicaux libres, de PGE2, de l'expression 
du CMH de classe II ainsi qu'en favorisant la sécrétion d'IL-10 (MOORE et al., 2001). 
Les mécanismes d'action par lesquels FIL-10 inhibe les médiateurs pro-inflammatoires 
des macrophages restent un sujet à explorer. Par contre, une fonction anti-inflammatoire 
de l'IL-10 a été décrite dans une étude qui a élucidé un mécanisme par lequel l'IL-10 
inhibe la transcription du TNF-a (SMALLIE et al., 2010). Cette cytokine anti-
inflammatoire bloque la transcription du TNF-a via l'inhibition du recrutement de RelA 
au site de liaison du facteur de transcription NFKB sur le gène du TNF-a, ce qui empêche 
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la formation du NFKB avec le RelA. L'absence du RelA sur le gène du TNF-A cause aussi 
l'inhibition du recrutement du CDK9, une protéine impliquée dans l'élongation du 
transcrit du gène codant pour le TNF-a. 
1.2.4. Toll-like Receptors (TLRs) 
Les macrophages sont des senseurs par excellence de la présence de pathogènes grâce à 
l'expression de récepteurs appartenant à la famille des TLRs qui ont comme fonction de 
signaler la présence de pathogènes par l'initiation d'une ou plusieurs voies de 
signalisation intracellulaire. Les TLRs comportent 13 membres chez la souris, et 
seulement 10 membres chez l'humain (KAWAI and AKIRA 2006). Chaque membre est 
stimulé par un PAMP spécifique contribuant à la diversité des pathogènes qui activent les 
TLRs. Par contre, ces récepteurs possèdent des fonctions redondantes lors de leurs 
activations puisque leurs activations causent une activation des facteurs de transcriptions 
NF-KB, AP-1 OU IRF-3/-7 résultant à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 
(KAWAI and AKIRA 2006). 
La reconnaissance du LPS par les macrophages commence avec la liaison du LPS au 
LPS-binding protein (LBP), une protéine sanguine soluble produite dans le foie, qui 
transfère le LPS à la glycoprotéine CD 14 exprimée à la surface des macrophages entre 
autres (LU et al., 2008). Puisque le CD14 ne possède pas de domaines 
transmembranaires pour activer une voie de signalisation intracellulaire, le CD14 
transfère le LPS au TLR4. L'interaction du LPS avec le TLR4 requiert la molécule MD-2 
qui est associée au récepteur et cause la formation d'un dimère en présence du LPS 
(PARK et al., 2009, CARPENTER and O'NEILL 2009). Le MD-2 est aussi essentiel 
pour la translocation du TLR4 vers la surface cellulaire. Les domaines TIR 
(Toll/interleukin-1 Receptor) présents dans toutes les régions cytoplasmiques des TLRs 
permettent, suite à une stimulation du TLR4, une signalisation intracellulaire MyD88-
dépendant ou TRIF-dépendant. L'activation de ce dernier induit une cascade de 
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signalisation impliquant la liaison de TRIF au domaine TIR causant l'activation des 
facteurs de signalisation NFK-B et AP-1 pour induire une sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. Cette cascade de signalisation active aussi IRF3 qui induit la transcription 
de gènes IFN de type I (IFNA et IFNJ3) (LU et al., 2008). L'activation de la voie de 
signalisation MyD88 implique le recrutement du MyD88 et du IRAK4, une serine-
thréonine kinase. Cette voie de signalisation active et favorise la translocation vers le 
noyau des facteurs de transcription NFK-B et AP-1 (LU et al., 2008). 
La régulation des TLRs reste un sujet qui attire l'attention de plusieurs chercheurs, mais 
les mécanismes d'action du contrôle de l'activation de certains TLRs restent à être 
élucidés. Il a été démontré que le TLR4 requiert des protéines chaperonnes telles que 
gp96 et PRAT4A, pour la translocation du complexe TLR4/MD-2 à la membrane 
cellulaire suivant une stimulation. Le gp96 et PRAT4A sont aussi impliqués dans la 
glycosyaltion du TLR4 dans l'endosome, un élément requis dans l'association du TLR4 
avec MD-2 (RANDOW and SEED 2001, WAKABAYASHI et al., 2006). De plus, les 
cellules exprimant le TLR4 peuvent réguler la réponse inflammatoire induite par la 
stimulation de ce récepteur via l'internalisation dans l'endosome suivi par la dégradation 
du TLR4 (KOBAYASHI et al., 2006). 
D'autres composantes bactériennes peuvent interagir avec les TLRs pour induire une 
réponse inflammatoire comme le TLR5 qui est stimulé par la flagelline ainsi que les 
hétérodimères TLR2/1 et TLR2/6 liant le lipopeptide bactérien ou cytoplasmique 
respectivement (AKIRA and HEMMI 2003). Le TLR9 lie l'ADN bactérien, contenant 
des motifs CpG, dans les endosomes (HEMMI et al., 2000). La particularité de la 
localisation du TLR9 dans les endosomes permet d'éviter l'autostimulation avec l'ADN 
libre dans le cytoplasme ou dans le milieu extracellulaire (CHOCKALINGAM et al., 
2009). L'expression endosomale offre un avantage additionnel lors de la phagocytose des 
bactéries, car ce processus implique l'activité des endosomes pour la dégradation de la 
paroi bactérienne exposant ainsi l'ADN de l'organisme. L'ADN bactérien contient des 
motifs CpG (ODN-CpG) non méthylés, une caractéristique que nous retrouvons à une 
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plus grande fréquence dans le génome bactérien que celui des mammifères (CHOI et al., 
2006). La stimulation du TLR9 par l'ODN-CpG active une voie de signalisation 
cytoplasmique via le recrutement de MyD88 au domaine TIR du récepteur ce qui 
engendre l'activation des facteurs de transcriptions NFK-B et AP-1. 
La transcription des cytokines pro-inflammatoires est hautement régulée au niveau 
génomique par l'intermédiaire de plusieurs éléments régulateurs encodés dans le 
promoteur des gènes d'IL-6, IL-ip et TNF-a. Le gène d'IL-6 est d'une longueur de 4.8 kb 
et contient 5 exons, tandis que les gènes d'IL-1 (3 (7 kb) et TNF-a (2.7 kb) contiennent 7 et 
8 exons, respectivement (BELFER et al., 2004). Ces gènes possèdent tous un promoteur 
contenant des éléments régulateurs qui lient différents facteurs de transcriptions afin 
d'assurer une expression contrôlée des cytokines pro-inflammatoires. Dans le cas d'IL-6, 
la régulation positive de ce gène implique l'interaction de facteurs de transcription avec 
certains éléments régulateurs encodés dans le promoteur du gène. Par exemple, le NFKB 
lie la région ILRE ('inflammatory lymphokine response element') à la position -75 à -63 
du site d'initiation de la transcription dans le gène humain d'IL-6 (LIBERMANN and 
BALTIMORE 1990, SHIMIZU et al., 1990). L'AP-1 interagit avec son site de liaison 
du promoteur du gène humain d'IL-6 à la position -280 afin d'amorcer la transcription 
(DENDORFER et al., 1994). D'autres exemples d'éléments régulateurs présents dans le 
promoteur du gène d'IL-6 afin d'induire la transcription incluent des sites de liaison pour 
l'IRF-1 (FAGGIOLI et al., 1997), le C/EBP-p (ARMENANTE et al., 1999) et le SP-1 
(KANG et al., 1996). Par ailleurs, il existe aussi des régulateurs négatifs liant certaines 
régions du gène d'IL-6 afin d'inhiber la transcription de ce gène. Le répresseur 
transcriptionnel CBF1 lie une région encodée à l'intérieur du ILRE via l'interaction avec 
les facteurs de transcriptions NFKB ou C/EBP-P (KANNABIRAN et al., 1997). 
Comme mentionnée ci-dessus, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires médiée par la 
stimulation des TLRs, contribue à la communication entre le système immunitaire inné et 
acquis. Le recrutement et l'activation des cellules immunitaires suite à une infection 
dépendent du profil de cytokines sécrétées. Ceci permet aussi d'influencer la 
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différenciation de différents types cellulaires importants pour la régulation de la réponse 
inflammatoire, tels que les cellules Thl et Th2. 
1.2.5. Régulation de l'inflammation par les cellules Thl et Th2 
Le système immunitaire est un réseau complexe impliquant plusieurs types cellulaires. 
Donc la régulation de T inflammation requiert des fonctions collectives de différents 
médiateurs immunitaires. La communication du système immunitaire inné avec le 
système immunitaire acquis facilite le contrôle de la réponse inflammatoire via 
l'activation d'une sous-population de lymphocytes T CD4+ dont les cellules Thl et 
Th2. La balance Thl/Th2 est un indicatif d'une réponse pro-inflammatoire ou anti-
inflammatoire dépendant du ratio de certaines cytokines dans l'hôte. 
Les facteurs influençant la différenciation d'un lymphocyte T naïf en cellule Thl ou Th2 
sont résumés dans la figure 4. La voie Thl est activée par la sécrétion de la cytokine pro-
inflammatoire IL-12 des CPA telle que les macrophages activant le récepteur IL-12R sur 
le lymphocyte T naïf (TRINCHIERI 1995). Par contre, la présence de l'IL-12 n'est pas 
suffisante pour induire la différenciation en Thl. La reconnaissance de l'antigène 
complexé au CMH de type II par la cellule T naïve induit l'expression du récepteur IL-
12R dans ces cellules, facilitant ainsi la voie Thl (RAUTAJOKI et al., 2008). La 
différenciation en Thl, dite la voie pro-inflammatoire, est caractérisée par la sécrétion 
d'IFN-y par les cellules Thl activant ainsi les macrophages pour produire des cytokines 
pro-inflammatoires (MURRAY et al., 1985). L'IFN-y favorise la voie Thl en activant 
davantage ce type cellulaire tout en inhibant la voie opposée : Th2 (GAJEWSKI and 
FITCH 1988). 
La différenciation en cellule Th2 débute avec la stimulation des lymphocytes T CD4+ 
naïfs avec IL-4. La source primaire de l'IL-4 pour induire la voie Th2 est encore sous 
débat, mais quelques études ont démontré que les lymphocytes T naïfs produisent l'IL-4 
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(NOBEN-TRAUTH et al., 2000). Il est connu que les cellules NK, mastocytes, 
éosinophiles ainsi que les basophiles, sécrètent l'IL-4 (KHODOUN et al., 2004, PAUL 
and ZHU 2010). De plus, les cellules Th2 induisent leurs propres différenciations en 
produisant de l'IL-4 afin de favoriser la voie anti-inflammatoire. 
Les cellules Th2 sécrètent des cytokines qui ont des fonctions inhibitrices des activités 
inflammatoires des macrophages. La production de l'IL-10 par les cellules Th2 agit sur 
les macrophages, comme mentionnés auparavant, pour inhiber la sécrétion de cytokines 
pro-inflammatoires, incluant IL-12 (FIORENTINO et al., 1991). La voie Th2 inhibe 
aussi la voie pro-inflammatoire en bloquant la différenciation en Thl ainsi que la 
sécrétion d'IFN-y de ces cellules (FIORENTINO et al., 1991). 
Donc, la balance entre Thl et Th2, mesurée par les concentrations d'IL-12, IL-10 et IFN-
y, permet de distinguer une réponse pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire. 
Notamment, il a été répertorié que la voie Thl prédomine au début de l'induction du 
sepsis décrit par une augmentation des fonctions pro-inflammatoires. Par contre, une 
transition vers la voie Th2 est remarquée dans la phase tardive du sepsis suite à 
l'observation d'une baisse de la concentration d'IFN-y et IL-12 ainsi qu'une augmentation 
d'IL-10 chez les patients atteints de la pathologie (FERGUSON et al., 1999, ONO et 
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Figure 4. Différenciation de lymphocytes T CD4+ naïfs en cellules Thl et Th2. 
La stimulation des lymphocytes T naïfs avec IL-12, provenant des cellules présentatrices 
d'antigènes, induit une différenciation en cellule Thl. Cette voie pro-inflammatoire 
sécrète lTFN-y pour augmenter les fonctions inflammatoires des macrophages. En 
présence d'IL-4, les lymphocytes T naïfs se différencient en cellules Th2 anti-
inflammatoires. Ces cellules sécrètent de 1TL-10 causant une inhibition des activités 
inflammatoires des macrophages. 
28 
1.2.6. PC1/3 dans le système immunitaire 
Les recherches présentées examinent le rôle de PC 1/3 dans la réponse inflammatoire. 
Traditionnellement, le PC 1/3 a été associé avec le système neuroendocrinien pour son rôle 
dans la régulation de la production de neuropeptides et hormones bioactifs. Notre 
laboratoire a démontré l'expression de PC 1/3 dans la pulpe rouge de la rate de rat de type 
sauvage (LANSAC et al., 2006). La découverte de l'expression du PC 1/3 dans un organe 
n'ayant pas de fonctions neuroendocriniennes démontre un rôle physiologique alternatif 
du PC 1/3 qui diffère de la classification classique de cet enzyme. De plus, nous avons 
observé une augmentation de l'expression de PC 1/3 dans la rate en présence du LPS, 
suggérant un rôle pour PC 1/3 dans la réponse inflammatoire. 
Dans le but de mieux caractériser les fonctions de PC 1/3 dans la rate, nous avons examiné 
l'expression de substrats connus pour cet enzyme. La pro-enképhaline (PENK) est un 
substrat neuropeptidique de PC 1/3 (PEINADO et al., 2003). Notre laboratoire a observé 
une augmentation de l'expression de PENK, un substrat de PC 1/3 (PEINADO et al., 
2003), dans la rate suivant une stimulation au LPS. Il est connu que le clivage de PENK 
génère des peptides bioactifs tels que Met-Enk et enkélytin. Ces peptides démontrent des 
fonctions immunologiques antibactériens tels que l'induction de la phagocytose et la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (SALZET and TASIEMSKI 2001). Nous 
avons voulu explorer de façon plus approfondie l'étendue des fonctions physiologiques du 
PC 1/3 dans la réponse inflammatoire. 
L'acquisition de souris PC 1/3 KO a été un grand atout pour étudier le rôle de PC 1/3 dans 
le système immunitaire. Une stimulation des souris avec une dose létale de LPS résultait 
au décès plus rapide des souris PC 1/3 KO, soit 24 heures suivant l'injection, comparée 
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Figure 5. Courbe de survie de souris de type sauvage et PC 1/3 KO. 
Les souris WT et PC 1/3 KO ont été injectées avec une dose létale de LPS (40 mg/kg) 
dans le péritoine. La survie des souris a été observée pendant une période de 72 heures 
(n=10, p<0.05). (GAGNON et DAY, résultats non publiés). 
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représentés dans la figure 5 (GAGNON et DAY, résultats non publiés). Il a été démontré 
que les souris PC 1/3 KO étaient plus susceptibles au choc septique induit par le LPS. La 
pression artérielle de ces souris était significativement plus basse que chez les souris WT 
stimulées au LPS. 
La diminution de la pression artérielle résulte, en partie, d'une augmentation de 
l'expression d'iNOS qui est impliquée dans la production de NO (GAGNON et DAY, 
résultats non publiés). En présence d'une quantité élevée de NO, une hypotension 
importante se manifeste qui est un phénotype caractéristique du choc septique 
(CAUWELS and BROUCKAERT 2011). 
Nous avons poursuivi notre étude des fonctions de PC 1/3 dans la réponse immunitaire 
innée en ciblant des cellules responsables du phénotype observé dans le modèle animal. 
Notre laboratoire a démontré que l'expression de PC 1/3 dans la rate est colocalisée avec 
le marqueur CD 14 dans la pulpe rouge, suggérant un rôle pour PC 1/3 dans les cellules 
immunitaires (LANSAC et al., 2006). D'ailleurs, l'expression de PC1/3 a été répertoriée 
dans une lignée cellulaire de macrophages dérivés de monocytes humains 
(LAMENDOLA et al., 1997) ainsi que dans des macrophages différenciés 
(VINDROLA et al., 1994). La stimulation de macrophages péritonéaux de souris PC 1/3 
KO a révélé une sécrétion plus prononcée de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-ip et 
TNF-cc) que celle observée dans les macrophages WT (GAGNON et DAY, résultats non 
publiés). Donc, ces évidences favorisent une fonction essentielle pour PC 1/3 dans la 
réponse inflammatoire, particulièrement dans la protection des souris envers le sepsis. 
Le but de l'étude présente est d'approfondir la caractérisation de la souris PC 1/3 KO dans 
un contexte immunitaire. L'anatomie de la rate a été examinée dans ce modèle murin afin 
d'identifier l'organisation de la pulpe rouge et blanche ainsi que la distribution des 
cellules immunitaires qui y résident. Nous avons également comparé la réponse 
inflammatoire entre les souris PC 1/3 KO, PC2 KO et PC7 KO stimulées au LPS. De plus, 
nous avons démontré l'expression de PC 1/3 dans les macrophages péritonéaux isolés des 
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souris, validant ainsi l'utilisation de ces cellules dans notre étude. La réponse 
inflammatoire en présence du CpG et l'activation précoce des macrophages péritonéaux 
isolés des souris PCl/3 KO ont aussi été examinées. D'autre part, l'effet régulateur du 
PC 1/3 sur la maturation du TLR4 ainsi que la transcription des gènes encodant les 
cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages péritonéaux ont été examinés. 
Finalement, nous avons étudié la balance Thl/Th2 dans les souris PCl/3 KO stimulées au 
LPS. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1 Matériel général 
Le milieu de culture RPMI 1640 de Gibco-BRL Invitrogen Corporation (Burlington, ON, 
Canada) a été utilisé pour cultiver les macrophages isolés du péritoine de souris. La 
Superscript II Reverse Transcriptase de Invitrogen (Burlington, ON, Canada) ainsi que la 
Taq Polymérase de Roche (Laval, QC, Canada) ont été utilisées pour la réaction de RT-
PCR. Le LPS de la bactérie E. Coli de sérotype 0127 :B8 a été procuré par Sigma-Aldrich 
(St-Louis, MO, États-Unis). L'ODN-CpG (ODN1826) a été obtenu de InvivoGen (San 
Diego, CA, États-Unis), ayant la séquence suivante : 5'-TCC ATG ACG TTC CTG ACG 
TT-3', où les régions surlignées représentent les CpG de la molécule. La séquence de 
l'ODN-CpG contrôle (ODN1826 contrôle) est : 5'-TCC ATG AGÇ TTC CTG AGC TT-
3', les régions surlignées représentent les CpG inversés, donc ne stimulent pas le TLR9. 
La kétamine ainsi que la xylazine ont été obtenues de CDMV (St-Hyacinthe, QC, 
Canada). 
2.2 Expériences in vivo 
2.2.1 Animaux utilisés 
L'utilisation de trois différents types de souris KO, dont PC1/3 KO, PC2 KO et PC7 KO, 
a fait l'objet des études in vivo. Les souris PC 1/3 KO et PC2 KO ont été générées par le 
laboratoire du Dr Donald F. Steiner (Chicago, IL, États-Unis). Le premier exon ainsi que 
certains éléments de contrôles transcriptionnels du gène PCSK1 ont été supprimés dans 
des souris de souche C57B1/6, comme décrite précédemment (ZHU et al., 2002). Les 
souris PC2 KO contiennent une mutation dans le troisième exon du gène PCSK2 
(FURUTA et al., 1997). Dans notre laboratoire, la souche des souris PC 1/3 KO et PC2 
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KO a été transférée dans une souche CD-1. Les souris PC7 KO ont été générées dans le 
laboratoire du Dr Nabil Seidah (Montréal, QC, Canada) en supprimant les exons 3 et 7 du 
gène PCSK7. Les souris de type sauvage ont été obtenues de la compagnie Charles River 
(St-Constant, QC, Canada). Les souris transgéniques utilisées dans cette étude 
proviennent de colonies obtenues dans le laboratoire du Dr Robert Day. Les souris ont été 
hébergées dans un environnement sans pathogènes à l'animalerie de l'Université de 
Sherbrooke avec accès à la nourriture et l'eau ad libitum. Les souris étaient âgées de 3 à 6 
mois avec un poids de 25 à 60 g. 
2.2.2 Prélèvement de la rate et immunohistochimie 
Les souris de type sauvage et PC 1/3 KO ont été anesthésiées par injection intramusculaire 
avec la kétamine (87 mg/kg) et xylazine (13 mg/kg) et sacrifiées par dislocation cervicale. 
La rate a été prélevée et pesée. Le marquage immunohistochimique a été effectué par le 
service de pathologie du CHUS (Centre Hospitalier de l'Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, QC, Canada). Les rates ont été fixées avec la formaline et enveloppées avec 
de la paraffine, pour ensuite être tranchées en sections de 3 jim avec un microtome. Les 
sections de rates ont été déparaffinées et hydratées avec un 'PT-Link Rinse Station' 
(Dako, Burlington, ON, Canada). Ces coupes ont subi une série de lavage à l'alcool ainsi 
qu'à l'eau suivit de la coloration à l'hématoxyline et éosine (H&E). Les rates colorées ont 
été ensuite fixées au xylène. 
L'immunohistochimie a été effectuée avec le 'Dako Auto Stainer Plus' (Dako, 
Burlington, ON, Canada) en exposant les coupes de rates avec les anticorps primaires 
CD4, CD 15, CD20, CD21, CD56 et CD68 de la compagnie Dako (Burlington, ON, 
Canada) en suivant les instructions du fabricant. Nous avons ensuite appliqué un second 
anticorps lié à l'enzyme HRP suivi d'un contremarquage avec 'Harris Hematoxylin' 
(Dako, Burlington, ON, Canada). Les coupes de rates colorées avec les anticorps 
respectifs ont été examinées avec un microscope de contraste de phase Aixioskop 2 (Cari 
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Zeiss Inc., Thornwood, NY, Etats-Unis). Des photomicrographies de 1392 x 1040 pixels 
ont été obtenus avec un objectif de lOx ou 40x en utilisant un Retiga SRV caméra digitale 
refroidie (Qimaging, Burnaby, BC, Canada). Les images ont été traitées en utilisant 
logiciel Image Pro (Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA). 
2.2.3 Prélèvement de plasma 
Les souris WT, PC 1/3 KO, PC2 KO et PC7 KO ont été injectées 100 jig de LPS 
intrapéritonéal (i.p.). Suivant une période de 0, 4, 8 ou 24 heures de stimulation, les souris 
ont été anesthésiées par injection intramusculaire avec la kétamine (87 mg/kg) et xylazine 
(13 mg/kg). Un prélèvement sanguin a été effectué par ponction cardiaque avec une 
aiguille 25G 5/8 contenant de l'EDTA à une concentration finale de 1.755 mg/mL, un 
chélateur de Ca2+ et Fe3+. Le sang a été centrifugé à 3 300 RPM pendant 15 minutes à 
4°C. Le surnageant, contenant le plasma, a été récolté et centrifuger de nouveau à 13 000 
RPM pour 10 minutes à 4°C, afin d'éliminer les plaquettes. Les échantillons ont été 
ensuite entreposés à -80°C, pour utilisation subséquente dans le dosage de cytokines. 
2.2.4 Isolation de macrophages péritonéaux 
Une injection de 3 mL d'une solution 3 % de thioglycollate (BD, Sparks, MD, États-Unis) 
a été injectée dans le péritoine des souris WT, PC 1/3 KO, PC2 KO et PC7 KO afin 
d'attirer les macrophages au péritoine. Trois jours suivant l'injection au thioglycollate, les 
souris ont été anesthésiées par injection intramusculaire avec la kétamine (87 mg/kg) et 
xylazine (13 mg/kg) et sacrifiées par dislocation cervicale. Le prélèvement des 
macrophages a été effectué en exposant le tissu englobant le péritoine et en insérant une 
aiguille 25G 5/8. Afin de récolter le liquide péritonéal, une injection de 5 mL de PBS lx 
stérile dans le péritoine a été réalisée pour un total de quatre lavages. Le liquide péritonéal 
récolté a été centrifugé à 1 600 RPM pendant 10 minutes à 4°C afin d'obtenir un culot de 
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macrophages. En présence de sang, une hémolyse fut exécutée avec un tampon 
d'hémolyse pour éliminer les globules rouges. 
2.3 Culture cellulaire 
2.3.1 Macrophages péritonéaux 
Les macrophages isolés du péritoine de souris ont été cultivés dans le milieu RPMI, sans 
FBS. L'ajout de la pénicilline et streptomycine, à une concentration de 100 U/mL, a 
permis d'assurer la stérilité de l'environnement des macrophages ensemencer. Une 
incubation de 24 heures à 37°C dans un mélange d'air à 100 % d'humidité contenant 5 % 
v/v de CO2 a permis de purifier les cellules extraites du péritoine basé sur les propriétés 
adhérentes des macrophages. Suivant cette période, le milieu a été enlevé afin d'éliminer 
la présence d'érythrocytes et remplacer avec du RPMI contenant la pénicilline et 
streptomycine. 
Les macrophages ont été stimulés avec 100 ng/mL de LPS dissout dans du PBS lx 
pendant 4 heures. Les macrophages contrôles ont été incubés 4 heures avec seulement du 
PBS lx stérile. La stimulation à l'ODN-CpG a aussi été effectuée pour une période de 4 
heures à une concentration de 100 fiM, dissout dans l'eau stérile. Le groupe contrôle a été 
stimulé avec une séquence brouillée de l'ODN-CpG (Ctl) à une concentration de 100 |iM, 
également. 
Suivant la stimulation, le milieu des macrophages a été récolté et entreposé à -80°C 
jusqu'à utilisation pour le dosage de cytokines sécrétées. Le contenu cellulaire a été 
obtenu en ajoutant une solution HC1 0,5 N et homogénéiser sur glace. Une série de 'snap-
freeze' a été effectuée suivi par une centrifugation de 13 000 RPM pour 30 minutes à 4°C, 
afin d'éliminer les débris cellulaires. 
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2.4 Extraction d'ARN de macrophages péritonéaux 
L'ARN des cellules a été extrait en utilisant une solution de Trizol de la compagnie 
Invitrogen (Burlington, ON, Canada). Les macrophages isolés du péritoine mis en culture 
ont été resuspendus dans lmL de Trizol en passant l'homogénat dans une aiguille 25G 5/8 
suivit d'une incubation de 5 minutes à la température de la pièce. Nous avons ensuite 
ajouté 200 fiL de chloroforme à l'homogénat de cellules. Suivant le mélange vigoureux de 
la solution, une incubation de 2 minutes à la température pièce a été effectuée. Afin de 
récupérer la phase aqueuse, une centrifugation de 12 000 RPM pour 15 minutes à 4°C a 
été accomplie. Nous avons ensuite ajouté 40 |ig de glycogène et 500 |iL d'isopropanol et 
incubé la phase aqueuse 10 minutes à la température de la pièce. L'ARN a été récolté 
dans un culot par centrifugation de 12 000 RPM pour 10 minutes à 4°C. Le culot a été 
lavé avec de l'éthanol 75 % et resuspendu dans de l'eau sans RNase. 
2.5 Transcription inverse 
L'ARN extrait des cellules a été incubé 5 minutes à 65°C avec 1 }xL d'oligo dT 500 
|!g/mL et 1 |iL de dNTPs 10 mM avec un volume final de 12 |iL, complété avec de l'eau 
stérile. Nous avons ensuite ajouté 4 (iL du tampon 'First Strand' 5x et 2 jiL de 0,1 M DTT 
à la réaction suivit d'une incubation de 2 minutes à 42°C. L'enzyme Superscript II a été 
incorporé dans le mélange, soit 200 unités, et la réaction a continué en incubant la 
solution 50 minutes à 42°C suivit de 15 minutes à 70°C. Afin d'éliminer traces d'ARN, un 
traitement de RNase a été effectué avec 1 unité de Ribonucléase H par Ambion 
(Cedarlane, Burlington, ON, Canada) pendant 30 minutes à 37°C. 
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2.6 PCR quantitative en temps réel 
Suivant une transcriptase inverse de l'extrait ARN (ADNc) obtenu de macrophages 
péritonéaux de souris de type sauvage ainsi que de PC 1/3 KO, une PCR quantitative a été 
accomplie en utilisant le Mx3005P Real-Time PCR System de Stratagene (Santa Clara, 
CA, Etats-Unis). Les amorces utilisées pour la réaction PCR quantitative sont énumérées 
dans le tableau II. La réaction a été composée de 2 jiL de l'ADNc, 300 nmol/L de chaque 
amorce (sens et anti-sens) et 12.5 fiL de SYBR Green PCR Master Mix (Quanta, Inc., 
MD, USA) dans un volume final de 25 jiL. L'ADNc a subi 1 cycle de 2 min d'activation 
à 95°C, 40 cycles incluants 15 secs de dénaturation à 95°C, 30 sec d'hybridation à 60°C et 
30 sec d'extension à 72°C. L'expression de chaque cible (GOI) a été normalisée à l'actine 
(normalizer) et la différence du niveau d'expression des souris stimulées au LPS 
(inconnu) relatif au PBS (calibrateur) a été calculé comme suit : 
(l+EGoi)ACtG01/(l+Enorm)ACtnorm , où EGoi=efficacité de l'essai de la cible, En0rm=efficacité 
de l'essai du normalizer et ACt=(Ctcaiibrateur-Ctjnc0nnu)-
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Gène Séquence de l'amorce 
mIL-6 Sens 5'- ACA AGT CGG AGG CTT AAT TAC ACA T -3' 
(NM 031168) Anti-sens 5'- AAT CAG AAT TGC CAT TGC ACA A -3' 
mIL-ip Sens 5'- GAG AAT GAC CTG TTC TTT GAA GTT GA -3' 
(NM 008361) Anti-sens 5'- TGA AGC TGG ATG CTC TCA TCT G -3' 
mTNF-a Sens 5'- CGT GGA ACT GGC AGA AGA G -3' 
(NM 013693) Anti-sens 5'- ACA AGC AGG AAT GAG AAG AGG -3' 
mActine Sens 5'- GGG AAA TCG TGC GTG ACA TCA AAG -3' 
(NM_007393) Anti-sens 5'- CAT ACC CAA GAA GGA AGG CTG GAA -3' 
Tableau II. Séquences des amorces utilisées dans la PCR quantitative en temps réel 
Les amorces ciblant les gènes murins des cytokines IL-6, IL-ip et TNF-ot, ainsi que le 
gène de référence, l'actine. Les séquences sens et anti-sens sont représentées ainsi que les 
numéros d'accession du gène respectif. 
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2.7 Séquençage du gène de PC1/3 de souris 
2.7.1 PCR 
L'ADNc issu de 2,5 |ig d'ARN extrait de macrophages péritonéaux a été utilisé pour 
amplifier le gène PC 1/3. Les amorces utilisées pour la réaction de PCR du gène de PC 1/3 
de souris sont : sens 5'- AGC AAA GAG GTT GGA CTC TGC - 3' et anti-sens 5' - TAT 
GAA GAG CGC TTC TTC GGG - 3'. L'ADNc provenant des cellules pTC-3 a été 
utilisé comme contrôle positif puisqu'il est connu que PC 1/3 est exprimé dans cette lignée 
de cellules des îlots p pancréatiques (LINDBERG et al., 1994). La réaction de PCR a 
débuté avec 2 minutes à 94°C, suivit de 40 cycles avec les paramètres suivant : 30 
secondes à 94°C, 30 secondes à 57°C et 1 minute à 72°C pour ensuite terminer avec 1 
cycle de 7 minutes à 72°C. Les composantes de la réaction de PCR incluent 1 (iL 
d'ADNc, 2 (iL d'amorce sens 10 |J.M, 2 jiL d'amorce anti-sens 10 jiM, 1 jiL de 
dNTPslOmM, 5 (iL de tampon de réaction, 0.2 |iL de Taq polymérase et 38.8 |J.L d'eau 
stérile. Le produit PCR a été ensuite migré sur un gel d'agarose 1.5 % colorés au bromure 
d'éthidium. 
2.7.2 Clonage et séquençage du gène PC1/3 
Le produit PCR du gène de PC 1/3 des macrophages péritonéaux a été purifié à partir d'un 
gel d'agarose 1.5 %. L'isolation de l'ADN du gel a été effectuée par électroélution. 
L'ajout de 1/10 du volume de l'électroélution de NaOAc 3M, 40 jLig glycogène et 2.5 x le 
volume d'éthanol 100 % a permis la précipitation du produit PCR suivant une incubation 
de 30 minutes à -80°C. Le culot d'ADN purifié a été obtenu par centrifugation à 13 000 
RPM pour 30 minutes à 4°C, lavé à l'éthanol 70 % et resuspendu dans de l'eau stérile. 
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Le produit PCR du gène de PC 1/3 a été inséré dans le vecteur 'pGEM-T Easy' de la 
compagnie Promega (Madison, WI, États-Unis) avec un ratio insert : vecteur de 3 : 1, 
selon les directives du fabricant. Le vecteur contenant le produit PCR a été transformé 
dans des bactéries E. coli compétentes DH5oc. Les plasmides ont été extraits et séquencés 
en utilisant le séquenceur Licor 4300 (Lincoln, NE, États-Unis) dans notre laboratoire. 
Les séquences ont été comparées avec la séquence connue pour le gène PC 1/3 de souris 
(NM_013628). 
2.8 Extraction de protéines de la rate et immunobuvardage de type Western sur 
TLR4 
Les rates extraites de souris WT et PC 1/3 KO a été extrait en utilisant le tampon RIPA, 
contenant du Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1 %, déoxycholate de sodium 0.5 
%, Triton xlOO et un cocktail d'inhibiteurs de protéases (Complété Mini de Roche). La 
rate a été homogénéisée avec un polytron. Une centrifugation à 13 000 RPM pendant 30 
minutes à 4°C a permis de séparer les protéines contenues dans le surnageant. Les 
protéines (40 jig) ont été migrées sur un gel de SDS-PAGE de polyacrylamide dans un 
tampon de migration (250 mM glycine, 25 nM de Tris Base, 0.1 % de SDS). Ensuite, les 
protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham Biosciences, 
GE Healthcare Bio-Sciences Inc, Baie d'Urfé, QC, Canada) par électrophorèse à 100 volts 
pendant 1 heure 30 minutes à 4°C dans un tampon de transfert (250 mM glycine, 25 mM 
Tris Base, 20 % méthanol). La membrane contenant les protéines de rates a été incubée 
avec un anticorps dirigé vers les acides aminés 39-56 du TLR4 murin produit dans le 
lapin par la compagnie Imgenex (numéro de catalogue : IMG-578A, San Diego, CA, 
États-Unis). Le TLR4 a été reconnu par un anticorps secondaire IRDye® 800 CW anti-
IgG de lapin produit par Li-Cor (Lincoln, NE, États-Unis). La détection des protéines a 
été effectuée par fluorescence avec le système Odyssey de Licor. 
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2.9 ELISA sur les cytokines IL-1J3, IL-6, TNF-a, IL-10, IL-12, IFN-y 
Suivant une stimulation au LPS i.p. dans les souris WT, PC1/3 KO, PC2 KO et PC7 KO à 
différentes heures, le plasma a été récolté comme mentionné ci-haut. Les cytokines ont 
aussi été dosées dans le milieu extra- et intracellulaire de macrophages péritonéaux des 
souris suivant une stimulation aux LPS ou ODN-CpG, comme décrits précédemment. La 
concentration de cytokines a été mesurée en utilisant un kit Quantikine Mouse ELISA de 
R&D Systems (Minneapolis, MN, États-Unis). Les cytokines dosées dans le plasma 
incluent IL-6, IL-lp, TNF-a, IL-10, IL-12 p70 et IFN-y. Les échantillons ont été dilués en 
utilisant soit le diluent RD5T, dans le cas des cytokines IL-6, IL-1P et IL-10, le diluent 
RD5Z pour TNF-a, le diluent RD5Y afin de mesurer l'IL-12 p70 ou le diluent RD6-12 
pour doser l'IFN-y dans le sérum. Le même protocole a été suivi pour mesurer toutes les 
cytokines. Les échantillons ont été incubés 2 heures dans les puits de la plaque contenant 
des anticorps monoclonaux fixés reconnaissant la cytokine d'intérêt. Suivant une série de 
lavage, des anticorps polyclonaux ciblant la cytokine spécifique à l'étude, conjugués à une 
peroxydase du raifort, ont été ajoutés aux puits. Le substrat de la peroxydase, la 
tétraméthylbenzide (TMB), a été ajouté à la réaction, suivant une incubation de 2 heures. 
La concentration de cytokines dans chaque puit a été dosée en mesurant la densité optique 
par un spectrophotomètre, dont le Spectramax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 
États-Unis). La densité optique a été déterminée à une longueur d'onde de 450 nm duquel 
nous avons soustrait la densité optique à une longueur d'onde de 540 nm, afin de corriger 
pour le plastique des puits. La concentration des cytokines a été obtenue en utilisant soit 
un algorithme de log/log, pour dosé les cytokines IL-10, IL-12 p70 et l'IFN-y, ou 'Four 
Parameter Logistic' (4-PL), afin de mesurer les cytokines IL-6, IL-ip et TNF-a. 
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2.10 Microscopie électronique à transmission 
Les macrophages péritonéaux ont été élicités avec le thioglycollate 3 % suivant une 
stimulation de 8 heures au LPS ou PBS (contrôle) dans le péritoine de souris WT et PC 1/3 
KO. La récolte des macrophages péritonéaux a subi une hémolyse afin d'éliminer la 
présence de globules rouges. Ensuite, les cellules ont été fixées pendant la nuit avec le 
glutaraldéhyde 2.5 % dilué dans le tampon cacodylate 0.1M. Une étape de post-fixation a 
été accomplie avec le tetroxide d'osmium 2 % pour 1 heure. Les cellules ont été 
déshydratées et recouvertes d'une couche de 3 mm de la résine d'Epon. Suivant une 
polymérisation de 48 heures à 60°C, de minces coupes ont été générées et visualisées en 
utilisant le Hitachi H-7500 microscope électronique à transmission (Hitachi, Mississauga, 
ON, Canada) équipé d'une caméra digitale AMT 16 000 M (Advanced Microscopy 
Techniques, MA, États-Unis). Les images ont été acquises à 60 kV et à une magnification 
de 3 OOOx. 
2.11 Tests statistiques 
Le Student t Test a été utilisé pour tout les tests de statistiques calculés dans les 
expériences in vivo ainsi qu'w vitro. 
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RÉSULTATS 
3.1 Caractérisation de la rate de souris PCl/3 KO 
Notre laboratoire avait remarqué précédemment que le PCl/3 n'était pas seulement 
exprimé dans la pulpe rouge de la rate, mais que cette expression augmentait suivant une 
stimulation au LPS (LANSAC et al., 2006). Donc, PCl/3 semble occuper un rôle 
important dans la rate surtout lors de l'activation de la réponse inflammatoire par le LPS. 
Afin d'étudier la fonction de PCl/3 dans l'immunité, nous avons choisi d'examiner 
l'anatomie des souris PCl/3 KO. En examinant de plus près la physiologie de la rate, nous 
avons remarqué que les rates des souris PCl/3 KO étaient plus grosses, par rapport à leurs 
tailles ainsi que leurs poids, comparés avec les rates des souris de type sauvage (WT) 
(figure 6 A et B). 
La coloration à l'hématoxyline et éosine (H&E) nous a permis de visualiser la 
morphologie ainsi que de différencier la pulpe rouge de la pulpe blanche de la rate. Nous 
avons observé dans la rate de souris WT une discrimination apparente de la pulpe rouge et 
la pulpe blanche, entourée de la zone marginale contenant des macrophages, surtout de 
types métallophiliques, et des cellules B (figure 6 C et E). Par contre, l'absence de PCl/3 
cause une désorganisation des régions de la rate dans laquelle nous remarquons un 
chevauchement de la zone marginale avec la pulpe rouge (figure 6 D et F). La formation 
de la pulpe blanche semble être affectée en absence de PCl/3 puisque nous observons une 
perte partielle d'une délimitation apparente des centres de pulpes blanches avec la zone 
marginale. De plus, nous avons observé un fusionnement des pulpes blanches dans la rate 
de souris PCl/3 KO, un phénomène qui n'est pas remarqué chez la rate WT (figure 6D). 
44 
Figure 6. Caractérisation de la rate de souris PCl/3 KO comparée à la rate de type 
sauvage (WT). 
A) Comparaison de la taille de la rate de souris PCl/3 KO (droite) avec la rate isolée de 
souris WT (gauche). B) La moyenne du poids mesuré pour les rates de souris WT et 
PCl/3 KO (n=7, p<0,05). Marquage à H&E de coupes transversales de rate WT (C-E) et 
PCl/3 KO (D-F). Un grossissement de 40x (E-F) représente l'encadrement démontré dans 
l'image du grossissement de lOx (C-D) de chaque rate respective. Les régions de la rate 
sont identifiées, incluant la pulpe rouge (PR), la pulpe blanche (PB) ainsi que la zone 
marginale (ZM). 
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L'immunohistochimie a été effectuée sur des coupes de rates de souris de type sauvage et 
PC 1/3 KO non stimulées afin d'observer la répartition de différentes cellules impliquées 
dans la réponse inflammatoire. En examinant le marquage de CD21, un indicatif de 
cellules dendritiques, on observe une distribution surtout autour de la pulpe blanche et la 
zone marginale de la rate de souris WT (figure 7A). Par contre, la distribution des cellules 
dendritiques semble moins organisée et plus dispersée dans la rate de souris PC 1/3 KO 
(figure 7B). On remarque également une diminution du nombre de cellules dendritiques 
dans ces rates (figure 7B). La répartition du CD68, un marqueur pour les macrophages, se 
situe dans la pulpe rouge de la rate des souris de type sauvage (figure 7C). Similairement, 
dans les rates de souris PC 1/3 KO, on retrouve une distribution des macrophages marqués 
au CD68 dans la pulpe rouge. Par contre, la localisation est encore une fois plus dispersée 
dans la rate et nous observons de plus petits groupes de macrophages en comparant avec 
la rate WT (figure 7D). La répartition des monocytes, marqués au CD15, se limite dans la 
pulpe rouge dans les rates de souris WT et PC 1/3 KO dans lesquelles on n'a pas observé 
de différence marquante (figure 7 E-F). 
Par la suite, nous avons étudié la localisation de cellules impliquées dans le système 
immunitaire acquis. La distribution des lymphocytes B dans la rate de souris de type 
sauvage se réserve dans la zone marginale de la pulpe blanche (figure 8A). Le marquage 
du CD20, attribué à l'identification de cellules B, dans la rate de souris PC1/3 KO est 
comparable avec ce qui est observé dans la rate de souris WT (figure 8B). La pulpe 
blanche contient une région riche en lymphocytes T nommée Periarteriolar Lymphoid 
Sheath (PALS). En plus d'héberger des cellules T, cette zone possède aussi des cellules 
Natural Killer (NK) ainsi que des macrophages. La distribution du marquage de 
lymphocytes T (CD4) démontre une localisation de ces cellules dans la pulpe blanche 
ainsi que dans la pulpe rouge entourant le PALS (figure 8C). Nous avons remarqué une 
diminution du nombre de lymphocytes T marqués au CD4 dans la rate de souris PC 1/3 
KO avec une distribution plus dispersée comparée au WT (figure 8D). Par contre, on n'a 
pas observé une différence dans la répartition de cellules NK marquées au CD56 entre les 
rates isolées des souris WT et PC 1/3 KO (figure 8 E et F). La désorganisation de la rate 
47 
peut engendrer des conséquences sur la réponse inflammatoire, donc nous avons examiné 
l'effet du LPS dans les souris PC1/3 KO. 
3.2 Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le plasma de souris PC1/3 KO, 
PC2 KO et PC7 KO suivant une stimulation in vivo au LPS 
Des évidences dans notre laboratoire ont démontré l'importance de PC 1/3 dans la 
protection des souris dans l'induction au choc septique. Les cytokines pro-inflammatoires, 
telles qu'IL-6, TNF-a et IL-1 p, entre autres, sont des médiateurs importants de 
l'inflammation et, lorsque dérégulées, jouent un rôle important dans le choc septique 
(BOZZA et al., 2007). Pour mieux caractériser l'implication de PC1/3 lors du sepsis 
induit par le LPS, nous avons voulu déterminer l'impact de PC 1/3 dans la sécrétion de 
cytokines suivant une stimulation au LPS. Donc, nous avons stimulé les souris WT et 
PC 1/3 KO avec une dose non létale de LPS (100 (Xg), suivit d'un prélèvement sanguin 
effectué après différentes heures de stimulation, soit 4, 8 et 24 heures, ou sans injection 
(figure 9). Les résultats qui apparaissent dans cette étude (figure 9) représentent une 
répétition des résultats préliminaires obtenus précédemment dans notre laboratoire 
(GAGNON et DAY, résultats non publiés) afin de valider l'hypothèse que les souris 
PC 1/3 KO sécrètent une quantité plus abondante de cytokines pro-inflammatoires dans le 
plasma suivant une stimulation au LPS. 
Au niveau basai, une sécrétion négligeable de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a 
et IL-1P) est observée chez les souris WT et PC 1/3 KO (figure 9 A-C). Le profil de 
sécrétion d'IL-6 chez les souris WT démontre un pic de sécrétion à 4 heures avec une 
concentration plasmatique d'environ 10 ng/mL (figure 9A). Suivant 8 heures de 
stimulation au LPS, la concentration d'IL-6 diminue considérablement pour finalement 
descendre à des niveaux basaux à 24 heures post-injection de LPS. Par contre, les souris 
PC 1/3 KO stimulées au LPS démontrent un profil de sécrétion très différent. Au niveau 
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Figure 7. Localisation de cellules dendritiques, macrophages et monocytes dans la 
rate de souris WT et PC1/3 KO en absence de stimulation au LPS. 
Le marquage immunohistochimique du CD21 (A-B), CD68 (E-F) et CD 15 (E-F) dans la 
rate isolée de souris WT et PC 1/3 KO pour la détection de cellules dendritiques, 
macrophages et monocytes, respectivement. Les images représentent un grossissement de 
lOx des rates. 
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Figure 8. Localisation de lymphocytes B, T et cellules NK dans la rate de souris WT 
et PC 1/3 KO en absence de stimulation au LPS. 
Le marquage immunohistochimique du CD20 (A-B), CD4 (E-F) et CD56 (E-F) dans la 
rate isolée de souris WT et PC 1/3 KO pour la détection de lymphocytes B, lymphocytes T 
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Figure 9. Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le plasma des souris WT et 
PC1/3 KO stimulées au LPS en fonction du temps. 
Les souris WT et PC 1/3 KO ont été injectés i.p. avec 100 }ig de LPS pendant 4, 8 ou 24 
heures. Les concentrations plasmatiques d'IL-6 (A), TNF-a (B) et IL-ip (C) ont été 
mesurées avec un kit ELISA. Les souris PC 1/3 KO décèdent avant 24 heures de 
stimulation au LPS. (n=4-7, *p<0.05, **p<0.01) 
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heures au LPS cause une sécrétion près de 30 fois plus élevée que chez les WT avec 
environ 290 ng/mL d'IL-6 dosé dans le plasma (figure 9A). Contrairement aux souris 
WT, la concentration plasmatique d'IL-6 chez les souris PC 1/3 KO continue à augmenter 
significativement après 8 heures de stimulation au LPS. La quantité d'IL-6 atteint environ 
550 ng/mL, soit une concentration près de deux fois plus élevée que les souris PC 1/3 KO 
stimulées 4 heures au LPS. Aucune valeur n'est indiquée pour la concentration d'IL-6 au 
point 24 heures dans le cas des souris PC 1/3 KO, car ces souris ne survivent pas 24 heures 
suivant une injection au LPS, une observation qui n'a pas été démontrée dans des études 
antérieures (GAGNON et DAY, résultats non publiés). 
Les profils de sécrétion pour les autres cytokines pro-inflammatoires, dont TNF-a et IL-
lp ressemblent au profil observé pour IL-6 (figure 9 B-C). Dans le cas de TNF-a, la 
concentration plasmatique basale est négligeable chez les souris de type sauvage ainsi que 
chez les souris PC 1/3 KO (figure 9B). Suite à 4 heures de stimulation au LPS, un pic de 
sécrétion de TNF-a a été observé dans le plasma des souris WT avec une concentration 
mesurée de près de 200 pg/mL. Les niveaux reviennent à des concentrations basales à 8 et 
24 heures suivant la stimulation. La concentration plasmatique de TNF-a chez les souris 
PC 1/3 KO stimulées 4 heures au LPS a augmenté à plus de 8 fois celle des WT (figure 
9B). Suivant 8 heures de stimulation, la concentration de TNF-a (2 600 pg/mL) dosée 
dans les souris PC 1/3 KO est significativement plus élevée que celle mesurée dans le 
plasma des souris WT. Encore une fois, un pic de sécrétion d'IL-l(3 a été observé chez les 
souris de type sauvage suivant 4 heures de stimulation au LPS avec une concentration 
plasmatique dosée d'environ 200 pg/mL (figure 9C). Par contre, la quantité d'IL-ip dans 
le plasma des souris PC 1/3 KO est 5 fois plus élevée que dans le cas des WT avec une 
concentration d'environ 1 000 pg/mL. Contrairement aux souris WT, dans lesquelles la 
concentration plasmatique d'IL-lp diminue à des niveaux basaux à 8 heures suivant une 
stimulation au LPS, la quantité mesurée dans les souris PC 1/3 KO augmente 
significativement, comparée au WT, avec une concentration d'environ 1 700 pg/mL 
(figure 9C). 
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Dans le but de vérifier si les autres PCs possèdent le même phénotype immunologique 
observé avec PC 1/3, nous avons mesuré la concentration plasmatique des cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, IL-ip et TNF-a) dans les souris PC2 KO (figure 10 A-C) et PC7 
KO (figure 10 D-F) suivant une stimulation au LPS (100 (ig). Les études antérieures ont 
seulement observé le profil de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le plasma 
de souris PC 1/3 KO stimulées au LPS comparativement aux souris WT (G A GNON et 
DAY, résultats non publiés). Dans l'étude présente, nous avons répété 1"expérience pour 
mesurer les cytokines plasmatiques dans les modèles murins PC2 KO et PC7 KO 
stimulées au LPS (figure 10). Ceci nous a permis de valider l'utilisation de notre modèle 
de souris PC 1/3 KO dans notre étude sur l'importance de PC 1/3 dans la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires suivant une stimulation au LPS. Le profil de sécrétion d'IL-
6 est similaire entre les souris PC2 KO et PC7 KO (figure 10 A et D). En condition 
basale, la concentration d'IL-6 est négligeable dans le cas des souris WT et PC2 KO. Un 
pic de sécrétion est observé 4 heures suivant une injection de LPS dans les souris WT 
comparables avec les souris PC2 KO et PC7 KO. La quantité plasmatique d'IL-6 n'est pas 
significativement différente entre les souris de type sauvages et PC2 KO (figure 10A). La 
concentration d'IL-6 diminue à 8 heures et redescend à des niveaux basaux à 24 heures de 
stimulation au LPS chez les souris WT et PC2 KO. Pareillement, chez les souris PC7 KO, 
on n'a pas détecté de différence significative dans le profil de sécrétion d'IL-6 dans le 
plasma suivant une stimulation au LPS. Un pic de sécrétion a été observé à 4 heures post-
LPS chez les souris WT et PC7 KO (figure 10D). Les niveaux d'IL-6 redescendent à 8 et 
24 heures suivant une stimulation au LPS. 
Le profil de sécrétion du TNF-a dans le plasma de souris PC2 KO et PC7 KO ressemble à 
celui remarqué dans les souris WT associées (figure 10 B et E). La concentration de TNF-
a mesurée dans le plasma au niveau basai est négligeable dans les souris PC2 KO, PC7 
KO et WT. Un pic de sécrétion a été observé suivant 4 heures de stimulation au LPS dans 
les souris PC2 KO et PC7 KO. Toutefois, la concentration du TNF-a dosée dans le 
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Figure 10. Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le plasma des souris WT, 
PC2 KO et PC7 KO stimulées au LPS en fonction du temps. 
Les souris WT, PC2 KO (A-C) et PC7 KO (D-F) ont été injectées i.p. avec 100 |ig de LPS 
pendant 4, 8 ou 24 heures. Les concentrations plasmatiques d'IL-6 (A-D), TNF-a (B-E) et 
IL-ip (C-F) ont été mesurées avec un kit ELISA. (n=3-4) 
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souris de type sauvage (200 pg/mL), mais la différence n'est pas significativement 
différente (figure 10 E). La quantité de TNF-a mesurée dans le plasma diminue à partir de 
8 heures post-LPS et redescend à des niveaux basaux à 24 heures dans les souris PC2 KO, 
PC7 KO et leurs WT associés (figure 10 B et E). La concentration plasmatique d'IL-ip 
dans les souris PC2 KO, PC7 KO et WT en absence de stimulation au LPS est infime 
(figure 10 C et F). Dans les souris PC2 KO, un pic de sécrétion d'IL-lp est observé dans 
le plasma suivant 4 heures d'injection au LPS sans différence significative avec la 
concentration dosée dans les souris de type sauvage (figure 10 C). La quantité d'IL-ip 
diminue à 8 heures et descend à des niveaux basaux à 24 heures post-stimulation. 
Similairement, un pic de sécrétion d'IL-lp dans le plasma de souris PC7 KO est observé 
après 4 heures de stimulation au LPS à un niveau comparable avec la concentration dosée 
dans les souris WT (figure 10F). Suivant 8 heures de stimulation au LPS la concentration 
d'IL-ip diminue de moitié dans le plasma de souris PC7 KO et WT tout en continuant à 
descendre à des niveaux basaux à 24 heures poststimulation (figure 10F). 
Donc, ces résultats nous démontrent que le phénotype observé dans les souris PC 1/3 KO 
en réponse au LPS est propre à cet enzyme. La problématique devient, alors, la source de 
l'activité de PC 1/3 dans la réponse inflammatoire. Nous avons voulu vérifier s'il existait 
une association directe entre PC 1/3 et les macrophages, une cellule immunitaire 
fondamentalement impliquée dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. 
3.3 Expression du PC1/3 dans les macrophages péritonéaux isolés de souris de type 
sauvage 
Des études antérieures effectuées dans notre laboratoire ont démontré la co-expression de 
PC 1/3 avec le marqueur CD 14 dans la pulpe rouge des rates (LANSAC et al., 2006). 
Puisque le CD 14 est une molécule exprimée à la surface cellulaire de plusieurs 
phagocytes, tels que les neutrophiles, les cellules dendritiques ainsi que les macrophages, 
la colocalisation du PC 1/3 avec le CD 14 ne démontre pas efficacement l'expression de 
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PC 1/3 dans les macrophages. De plus, nous n'avons pas d'information dans la littérature 
sur l'expression de PC1/3 dans les macrophages circulants. Donc, pour certifier 
l'expression du PC 1/3 dans les macrophages, nous avons prélevé des macrophages élicités 
du péritoine de souris de type sauvage. 
L'isolation de l'ARN des cellules nous a permis de faire une réverse transcription afin 
d'obtenir l'ADNc, qui a été utilisé pour l'amplification du gène PC 1/3 par une réaction de 
PCR. Le produit d'amplification a été migré sur un gel agarose (1,5 %). Les amorces pour 
le gène PC 1/3 ont permis d'amplifier un fragment ayant une longueur de 252 pb. L'ADNc 
provenant de la lignée cellulaire p-TC3 nous a servi de contrôle positif, puisque les 
cellules beta pancréatiques (p-TC3) expriment le PC 1/3 (LINDBERG et al., 1994). Nous 
avons remarqué une amplification d'un fragment ADN de l'extrait de macrophages 
péritonéaux à une taille similaire à celle retrouvée dans l'extrait de P-TC3 d'environ 250 
pb (figure 11 A). Afin de confirmer que la bande observée représente le gène du PC 1/3, 
nous avons séquencé le produit de PCR de 250 pb. La séquence obtenue de l'échantillon a 
été comparée avec la séquence connue du gène murin PC 1/3 (figure 11B). Comme 
démontré dans la figure 11B, l'alignement du produit PCR avec la séquence du PC 1/3 
murin confirme l'expression du PC 1/3 dans les macrophages péritonéaux de souris. Ces 
résultats nous fournissent un outil important dans l'étude de PC 1/3 dans les macrophages 
circulants tout en évitant l'isolation de macrophages de la rate des souris. 
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Sequencage YGYATKCTCC HKYYCGCCAT GGCGCBCGCG CGAAATTCGA TTAGCAAAGA 
Consensus AGCAAAGA 
51 100 
mPCl GGTTGGACTC TGCAGTGTAC TGCTTTCGCC TTCTTTTGCG TTTGGTGTGC 
Sequencage GGTTGGACTC TGCAGTGTAC TGCTTTCGCC TTCTTTTGCG TTTGGTGTGC 











ACTAAACAGT GTAAAAGCAA AGAG.CAGTT TGTTAATGAA TGGGCGGCGG 
ACTAAACAGT GTAAAAGCAA AGAGGCAGTT TGTTAATGAA TGGGCGSCGG 
ACTAAACAGT GTAAAAGCAA AGAG.CAGTT TGTTAATGAA TGGGCGgCGG 
151 200 
AGATCCCCGG AGGGCAAGAA GCTGCCTCTG CCATCGCCGA AGAACTGGGG 
AGATCCCCGG AAGGCAAGAA GCTGCCTCTG CCATCGCCGA AGAACTGGGG 
AGATCCCCGG AaGGCAAGAA GCTGCCTCTG CCATCGCCGA AGAACTGGGG 
201 250 
TATGACCTTT TGGGTCAGAT TGGATCACTT GAAAATCACT ATTTATTCAA 
TATGACCTTT TGGGTCAGAT TGGATCACTT GAAA.TCACT ATTTATTCAA 
TATGACCTTT TGGGTCAGAT TGGATCACTT GAAA.TCACT ATTTATTCAA 
251 300 
mPCl ACACAAAAGC CATCCTCGGA GGTCCCGAAG AAGCGCTCTT CATA 
Sequencage ACACAAAAGC CATCCTCGGA GGTCCAGAAG AAGCGCTCTT CATAAYMTAG 
Consensus ACACAAAAGC CATCCTCGGA GGTCCaGAAG AAGCGCTCTT CATA 
Figure 11. Expression de PC1/3 dans les macrophages péritonéaux de souris. 
A) Migration du produit de RT-PCR d'un extrait d'ADNc de macrophages péritonéaux et 
P-TC3 (contrôle positif) sur un gel agarose (1,5 %) coloré au bromure d'éthidium. Un 
fragment de 252 pb a été observé dans l'échantillon d'extrait de macrophages, ce qui 
représente la taille attendue pour le gène PC 1/3. B) Alignement du produit de séquençage 
avec le gène de PC 1/3 murin (NM_013628). 
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3.4 Comparaison de la morphologie des macrophages péritonéaux de souris WT et 
PC1/3 KO 
L'acquisition d'un modèle pour l'étude des macrophages dans la souris PC1/3 KO nous a 
poussés à regarder la morphologie de ces cellules suivant une stimulation au LPS. Nous 
avons élicité les macrophages au péritoine suivant une stimulation au LPS pendant 8 
heures i.p. dans les souris WT et PC 1/3 KO. Les macrophages ont été ensuite isolés pour 
être visualisés par microscopie électronique (figure 12). On remarque des vacuoles de 
différentes formes ainsi que des vésicules denses aux électrons (VDE), certains plus 
denses que d'autres. Les vésicules moins denses (VDE-2) sembleraient représenter des 
lysosomes, tandis que les vésicules plus denses (VDE-1) contiennent plus de matériels ce 
qui pourrait être des produits de dégradation issus de la fusion des endosomes avec les 
lysosomes (LUZIO et al., 2007). On retrouve plus de VDE-1 dans les cellules non 
stimulées dans le cas des macrophages WT et PC 1/3 KO (figure 12 A et B). L'absence de 
VDE-1 dans les macrophages PC 1/3 KO suggère une dégranulation de ces cellules au 
niveau basai. La dégranulation des macrophages démontre une activation des cellules 
(TAPPER 1996), ce qui suggère que les macrophages PC 1/3 KO sont activés même en 
absence de stimulation. Suivant 8 heures de stimulation au LPS, on observe une plus 
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Figure 12. Morphologie des macrophages péritonéaux WT et PC1/3 KO stimulés au 
LPS. 
Macrophages isolés de souris de type sauvage (WT) (A-C) et PC 1/3 KO (B-D) stimulées 
8 heures au LPS (A-B) ou PBS (contrôle) (C-D) visualisés par microscopie électronique à 
transmission. La moyenne du nombre de pseudopodes présents sur les macrophages WT 
et PC 1/3 KO dans les deux conditions a aussi été calculée (E). (n=10, *p<0.05, 
***p<0.001) 
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Par contre, on remarque plus de vacuoles périphériques dans les macrophages PC 1/3 KO 
comparés au WT stimulés au LPS. Les extensions périphériques, identifiées comme étant 
des pseudopodes, sont reconnues pour être un indicatif de la motilité ainsi que l'activation 
des macrophages (RITTIG et al., 1999, ISAAC et al., 2010). Suivant un compte des 
extensions périphériques, nous avons remarqué que les macrophages PC 1/3 KO au niveau 
basai contiennent plus de pseudopodes que les cellules WT au niveau basai (figure 12 E). 
La stimulation au LPS cause une augmentation du nombre de pseudopodes seulement 
dans le cas des macrophages PC 1/3 KO (figure 12 E). Donc, la disparition de vésicules 
VDE-1 et la présence d'une augmentation du nombre de pseudopodes supportent 
l'hypothèse que les macrophages PC 1/3 KO sont présents dans un état activé au niveau 
basai et reste activé pour une durée prolongée comparée aux cellules WT. Afin de 
continuer notre étude des macrophages isolés, nous avons voulu déterminer si une 
corrélation existait entre la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et l'état d'activation 
observée chez les macrophages PC 1/3 KO. 
3.5 La sécrétion et le contenu cellulaire de cytokines pro-inflammatoires dans les 
macrophages péritonéaux isolés de souris PC1/3 KO, PC2 KO et PC7 KO stimulés 
au LPS 
La validation de l'expression du gène de PC 1/3 dans les macrophages péritonéaux isolés 
de souris, ainsi que les évidences démontrant le rôle de PC 1/3 dans la protection des 
souris lors d'un choc septique induit par le LPS, nous a poussés à étudier le rôle de PC 1/3 
dans les macrophages isolés. Il a été mentionné dans l'Introduction que les macrophages 
jouent un rôle important dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires qui, à leurs 
tours, influencent le recrutement d'autres cellules et médiateurs immunitaires. Le sepsis 
est caractérisé par une sécrétion démesurée de cytokines pro-inflammatoires, dont une des 
sources majeures est le macrophage. 
Des études dans notre laboratoire ont démontré que les macrophages isolés du péritoine 
de souris PC 1/3 KO sécrètent plus de cytokines pro-inflammatoires que les macrophages 
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WT suite à une stimulation au LPS (figure 13) (GAGNON et DAY, résultats non publiés). 
En résumé, il a été démontré que la stimulation au LPS cause une augmentation de la 
sécrétion des cytokines IL-6, TNF-a et IL-1 p dans les macrophages de type sauvage 
(GAGNON et DAY, résultats non publiés). Cette sécrétion est augmentée de 2 et 3 fois 
pour l'IL-6 et TNF-a, respectivement, dans les macrophages PC1/3 KO (figure 13). Par 
contre, aucune différence significative n'a été détectée dans la sécrétion d'IL-ip entre les 
macrophages WT et PC 1/3 KO. Le contenu intracellulaire de cytokines pro-
inflammatoires augmente aussi suite à une stimulation au LPS dans les macrophages WT 
et PC 1/3 KO, mais aucune différence significative n'a été observée entre la quantité 
intracellulaire d'IL-6, TNF-a et IL-ip dosée dans les macrophages WT et PC1/3 KO. 
Nous avons voulu évaluer la spécificité de cet effet pour PC 1/3 en effectuant des 
expériences semblables avec les macrophages péritonéaux isolés de souris PC2 KO et 
PC7 KO (figure 14 et 15). En absence de stimulation, les macrophages WT sécrètent des 
cytokines pro-inflammatoires à des concentrations négligeables. Une stimulation au LPS a 
provoqué une sécrétion d'environ 1 000 pg/mL et 1 200 pg/mL d'IL-6 par les 
macrophages WT et PC2 KO, respectivement (figure 14A). Similairement, la quantité 
d'IL-6 sécrétée par les macrophages PC7 KO stimulés au LPS a augmenté à une 
concentration de 1 000 pg/mL, ce qui est semblable à la sécrétion de 800 pg/mL observée 
chez les macrophages WT (figure 14D). La sécrétion de TNF-a augmente à 1 000 pg/mL 
et 1 200 pg/mL chez les macrophages WT et PC2 KO, respectivement, suite à une 
stimulation de 4 heures au LPS (figure 14B). La sécrétion de TNF-a dans le milieu 
extracellulaire des macrophages PC7 KO s'élève à 2 000 pg/mL comparativement à 500 
pg/mL chez les macrophages de type sauvage, une différence non significative (figure 
14E). La stimulation au LPS induit aussi la sécrétion d'IL-lp observée à 60 pg/mL et 100 
pg/mL par les macrophages WT et PC2 KO, respectivement (figure 14C). La sécrétion 
d'IL-ip par les macrophages PC7 KO semble être inférieure aux valeurs observées chez 
les macrophages WT, avec une dose observée de 30 pg/mL (figure 14F). Par contre, on ne 
remarque pas une différence significative dans la concentration extracellulaire dTL-l{3 
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Figure 13. Quantité de cytokines pro-inflammatoires sécrétées et contenues dans les 
macrophages péritonéaux isolés de souris WT et PC1/3 KO stimulées au LPS. 
Concentrations de cytokines pro-inflammatoires sécrétées (A-C) ou intracellulaires (D-F) 
dosées dans les macrophages péritonéaux, isolés de souris WT et PC 1/3 KO, stimulées 4 
heures avec 100 ng/mL de LPS ou une solution saline (PBS). Les cytokines IL-6 (A et D), 
TNF-a (B et E) et IL-ip (C et F) ont été mesurées avec un kit ELISA (n=4, *p<0.05). Ces 
résultats ont été obtenus par des études antérieures dans notre laboratoire. La différence 
dans la sécrétion de cytokines par les macrophages PC 1/3 KO est importante pour la 
compréhension des résultats présentés ultérieurement. (Figure adaptée de GAGNON et 
DAY, résultats non publiés) 
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Le contenu cellulaire des cytokines pro-inflammatoires observé dans les macrophages 
PC2 KO et PC7 KO est semblable à la concentration mesurée dans les macrophages de 
type sauvage. En absence de stimulation, la concentration d'IL-6 dosée dans les 
macrophages PC2 KO, PC7 KO et WT est d'environ 60 pg/mL (figure 15 A et D). Une 
stimulation de 4 heures au LPS cause une augmentation de plus de 8 fois la concentration 
basale du contenu cellulaire d'IL-6 dans les macrophages WT et PC2 KO (figure 15A). 
La concentration d'IL-6 intracellulaire monte à 500 pg/mL et 800 pg/mL dans les 
macrophages isolés des souris WT et PC7 KO, respectivement, une différence non 
significative. Dans le cas du contenu cellulaire de TNF-a en absence de stimulation au 
LPS les concentrations ont été mesurées à environ 500 pg/mL dans tous les modèles 
examinés (WT, PC2 KO, PC7 KO) (figure 15 B et F). Encore une fois, la stimulation de 4 
heures au LPS cause un doublement du contenu intracellulaire de TNF-a dans les 
macrophages PC2 KO et WT (figure 15B). D'un autre côté, la concentration de TNF-a 
dans les macrophages WT et PC7 KO augmente d'environ 4 fois par rapport aux niveaux 
basaux suite à une stimulation au LPS. La concentration intracellulaire d'IL-ip dans les 
macrophages WT, PC2 KO ainsi que PC7 KO en présence d'une solution saline repose à 
environ 20 pg/mL. Une stimulation au LPS pour 4 heures cause une augmentation dans le 
contenu d'IL-lfi dans les macrophages WT et PC2 KO de 70 pg/mL et 50 pg/mL, 
respectivement (figure 15C). La concentration d'IL-l(3 intracellulaire dans les 
macrophages WT et PC7 KO a été mesurée à environ 100 pg/mL et 90 pg/mL (figure 
15F). Aucune différence significative n'a été observée dans les concentrations 
intracellulaires de macrophages WT, PC2 KO et PC7 KO stimulés 4 heures au LPS, ce 
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Figure 14. Quantité de cytokines pro-inflammatoires sécrétées dans le milieu 
extracellulaire par les macrophages péritonéaux WT, PC2 KO et PC7 KO stimulés 
au LPS. 
Concentration des cytokines pro-inflammatoires IL-6 (A et D), TNF-a (B et E) et IL-1(3 
(C et F) sécrétées dans le milieu extracellulaire des macrophages isolés de souris PC2 KO 
(A-C), PC7 KO (D-F) et WT respectif. Les cytokines ont été dosées avec un kit ELISA 
suivant une stimulation des macrophages avec 100 ng/mL de LPS ou une solution saline 














•  WT-LPS 
1 I KO-PBS 
VZ\ KO-LPS 
Jl 
*** 1500-1 3000-1 
1000- 2000-
UL 1000-
Figure 15. Quantité de cytokines pro-inflammatoires intracellulaire dans les 
macrophages péritonéaux WT, PC2 KO et PC7 KO stimulés au LPS. 
Le contenu cellulaire des cytokines pro-inflammatoires IL-6 (A et D), TNF-a (B et E) et 
IL-ip (C et F) présent dans les macrophages isolés de souris PC2 KO (A-C), PC7 KO (D-
F) et WT respectif. Les cytokines ont été dosées avec un kit ELISA suivant une 
stimulation des macrophages avec 100 ng/mL de LPS ou une solution saline (PBS) pour 4 
heures. (n=4, *p<0.05, **p<0.01) 
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3.6 La sécrétion et le contenu cellulaire de cytokines pro-inflammatoires dans les 
macrophages péritonéaux suivant une stimulation à l'ODN-CpG 
Les évidences présentées jusqu'à présent démontrent un rôle de PC1/3 dans le contrôle de 
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires lors de l'activation de la réponse 
inflammatoire par le LPS. Nous avons voulu explorer le rôle de PC 1/3 dans la régulation 
de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par une voie alternative de la réponse 
inflammatoire, soit via l'ODN-CpG, un analogue à l'ADN bactérien contenant des motifs 
CpG non méthylés. L'ODN-CpG active le récepteur intracellulaire TLR9 pour induire une 
réaction inflammatoire. Afin de vérifier l'effet de l'absence de PC 1/3 dans la voie TLR9, 
nous avons mesuré les cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les macrophages isolés 
du péritoine de souris de type sauvage, PC 1/3 KO et PC2 KO suivant une stimulation de 4 
heures à l'ODN-CpG. Les cytokines IL-6, TNF-ot et IL-1(3 ont été dosées dans le milieu 
extracellulaire et intracellulaire des macrophages suivant la stimulation à l'ODN-CpG. 
Les valeurs ont été comparées avec un contrôle contenant la même séquence que l'ODN-
CpG ayant un motif CpG brouillé (Ctl). 
La stimulation des macrophages isolés à l'ODN-CpG n'a pas induit une sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1J3, TNF-oc) de façon significative en comparant 
les macrophages WT et PC 1/3 KO (figure 16). Les évidences démontrent qu'une 
stimulation de 4 heures à l'ODN-CpG ne cause pas une augmentation significative de la 
sécrétion d'IL-6 autant par les macrophages WT que PC 1/3 KO, avec une concentration 
mesurée de 30 pg/mL et 50 pg/mL respectivement (figure 16A). La même observation a 
été remarquée chez les macrophages PC2 KO comparés aux WT associés. En présence du 
Ctl, la sécrétion d'IL-6 est d'environ 20 pg/mL dans le milieu extracellulaire des 
macrophages WT et PC2 KO (figure 16D). L'ajout de 100 d'ODN-CpG n'induit pas 
une sécrétion d'IL-6 significativement plus élevée dont la concentration dosée est de 40 
pg/mL et 60 pg/mL provenant des macrophages WT et PC2 KO respectivement (figure 
16D). La concentration du TNF-a dans le milieu extracellulaire des macrophages WT, 
PC 1/3 KO et PC2 KO en présence du Ctl est négligeable (figure 16 B et E). 
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Figure 16. Quantité de cytokines pro-inflammatoires sécrétées dans le milieu 
extracellulaire par les macrophages péritonéaux WT, PC1/3 KO et PC2 KO stimulés 
à l'ODN-CpG. 
Concentration des cytokines pro-inflammatoires IL-6 (A et D), TNF-a (B et E) et IL-1(3 
(C et F) sécrétées dans le milieu extracellulaire des macrophages isolés de souris PC 1/3 
KO (A-C), PC2 KO (D-F) et WT respectif. Les cytokines ont été dosées avec un kit 
EL1SA suivant une stimulation des macrophages avec l(iM d'ODN-CpG (ODN) ou 
d'ODN contrôle (Ctl) pour 4 heures. (n=4) 
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Une stimulation de 4 heures à l'ODN-CpG cause une augmentation modeste de la 
sécrétion du TNF-a des macrophages WT (20 pg/mL) et PC 1/3 KO (30 pg/mL) (figure 
16B). Les macrophages WT et PC2 KO sécrètent environ 10 fois plus de TNF-a suivant 
une stimulation à l'ODN-CpG (figure 16E). La sécrétion d'IL-lp semble inchangée 
suivant une stimulation à l'ODN-CpG comparativement au Ctl par les macrophages WT, 
PC1/3 KO et PC2 KO (figure 16 C et F). Donc, aucune différence significative n'a été 
observée dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages WT 
comparés aux macrophages PC 1/3 KO et PC2 KO après une stimulation à l'ODN-CpG de 
4 heures. 
D'autre part, nous avons étudié l'effet de l'absence de PC 1/3 dans le contenu 
intracellulaire des cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages suivant une 
stimulation de 4 heures avec 100 |liM d'ODN-CpG. Encore une fois, la stimulation des 
macrophages isolés n'a pas causé de différence significative entre les macrophages WT et 
PC1/3 KO dans le contenu intracellulaire de cytokines pro-inflammatoires (figure 17). La 
concentration intracellulaire d'IL-6 en présence de l'ODN-CpG a été mesurée à 80 pg/mL 
dans les macrophages isolés de souris de type sauvage et PC 1/3 KO (figure 17 A). Dans le 
cas des macrophages isolés de souris PC2 KO, une stimulation à l'ODN-CpG cause une 
hausse de près de 3 fois la quantité intracellulaire d'IL-6, comparée à la concentration 
mesurée en présence du Ctl, plus que dans les macrophages isolés de souris de type 
sauvage que PC2 KO (figure 17 D). Le contenu cellulaire du TNF-a dans les 
macrophages WT et PC 1/3 KO stimulés à l'ODN-CpG a été mesuré à environ 700 pg/mL 
et 1 100 pg/mL, respectivement (figure 17B). Par contre, aucune différence significative 
n'a été observée entre les concentrations intracellulaires de TNF-a des macrophages WT 
et PC1/3 KO. Similairement, la concentration du TNF-a dans les macrophages PC2 KO et 
leurs WT associés stimulés à l'ODN-CpG a été dosée à 900 pg/mL et 700 pg/mL, 
respectivement (figure 17 E). Nous avons aussi observé une augmentation de plus de 2 


























Figure 17. Quantité de cytokines pro-inflammatoires intracellulaires dans les 
macrophages péritonéaux WT, PC 1/3 KO et PC2 KO stimulés à l'ODN-CpG. 
Concentration des cytokines pro-inflammatoires IL-6 (A et D), TNF-a (B et E) et IL-1(3 
(C et F) intracellulaires des macrophages isolés de souris PC 1/3 KO (A-C), PC2 KO (D-
F) et WT respectif. Les cytokines ont été dosées avec un kit ELISA suivant une 
stimulation des macrophages avec l(iM de ODN-CpG (ODN) ou d'ODN contrôle (Ctl) 
pour 4 heures. (n=4, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) 
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KO suivant une stimulation à l'ODN-CpG relatif au Ctl (figure 17 C). Pareillement, la 
concentration de l'IL-lp augmente dans les macrophages de plus de 2 fois suite à une 
stimulation à l'ODN-CpG comparé au Ctl (figure 17 F). Notamment, on n'a pas remarqué 
une différence significative dans le contenu intracellulaire de cytokines pro-
inflammatoires entre les concentrations dosées dans les macrophages WT, PC 1/3 KO ou 
PC2 KO, suivant une stimulation de 4 heures à l'ODN-CpG. 
Dans le but de mieux comprendre les fonctions régulatrices de PC 1/3 dans la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires après une stimulation au LPS, nous avons analysé la 
maturation du récepteur liant ce composé pathogénique, notamment le TLR4. 
3.7 L'implication de PCl/3 dans la maturation du TLR4 
Le débalancement dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires en absence de PCl/3 
suite à une stimulation par le LPS, a été démontré dans les résultats présentés 
antérieurement. L'initiation de la réponse inflammatoire par le LPS commence avec 
l'interaction du LPS avec le récepteur membranaire TLR4. Lorsque le TLR4 lie le LPS, 
une cascade de signalisation est enclenchée permettant l'activation de facteurs de 
transcription comme le NFkB et l'AP-1 : ils sont importants pour l'induction de la 
production et sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Il est connu que les PCs peuvent 
participer à la maturation de certains récepteurs, IGF-1R (STAWOWY et al., 2004, 
KHATIB et al., 2001), le récepteur de prorénine (COUSIN et al., 2009) et du FGF riche 
en cystéine (ANTOINE et al., 2009), par exemple. De plus, des études récentes ont 
démontré que certains TLRs sont clivés pour leur activation (EWALD et al., 2008, 
PARK et al., 2008). Nous avons donc voulu étudier l'effet de l'absence de PCl/3 sur la 
maturation du TLR4 comme moyen de réguler la sécrétion de cytokines dans les 
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Figure 18. Détection de TLR4 dans la rate de souris WT et PC1/3 KO. 
Immunobuvardage de type Western dirigé vers TLR4 sur des extraits protéiques de rates 
isolées de souris PC 1/3 KO et WT stimulées ou non avec 100 fig de LPS pour une période 
de 4 heures. L'intensité relative a été calculée en utilisant le programme Image J afin 
d'évaluer la quantité réelle de protéine migrée sur gel par rapport à la quantité de la 
protéine de référence, l'a-tubuline. Les protéines ont migré sur un gel de 7,5 % 
polyacrylamide. (n=l) 
71 
Comme mentionné auparavant, notre laboratoire avait démontré une colocalisation de 
PC 1/3 et CD 14 dans la pulpe rouge de la rate, qu'on suppose représente les macrophages 
de la rate. Donc, nous avons utilisé une extraction protéique de la rate provenant de souris 
de type sauvage et transgénique, PC 1/3 KO, stimulé ou non au LPS pendant 4 heures, afin 
d'effectué des études préliminaires sur l'effet du PC 1/3 dans la maturation du TLR4. 
Nous avons décidé d'étudier la maturation du TLR4 dans la rate de souris suivant une 
stimulation de 4 heures au LPS puisque c'est à ce temps qu'on commence à distinguer 
une différence significative dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires entre les 
souris WT et PC 1/3 KO (figure 9). La translocation du TLR4 du golgi, où le TLR4 subit 
des étapes de maturations, vers la surface membranaire a été démontrée à agir très 
rapidement (LATZ et al., 2002), même à l'intérieur de la première heure de stimulation 
au LPS (ROCUTS et al., 2010). 
TLR4 est un récepteur qui agit surtout à la surface membranaire, par contre, afin 
d'observer les intermédiaires de la maturation de TLR4, dont les étapes de maturation se 
produisent dans les compartiments intracellulaires, tels que les endosomes et le golgi 
(TAKAHASHI et al., 2007), nous devons prendre en considération l'expression 
protéique totale de TLR4. Suivant une stimulation de 4 heures au LPS dans les souris, 
nous avons extrait les protéines totales des rates et nous avons analysé les échantillons par 
Western blot afin de détecter le TLR4 (figure 18). Nous observons donc un doublet de 
bandes d'un poids moléculaire d'environ 88 kDa qui représentent la protéine TLR4 à 
différente forme de glycolysation (ZAGER et al., 2007). Par contre, le patron de bandes 
est identique et d'intensité similaire entre les différents échantillons de rates WT et PC 1/3 
KO stimulées ou non au LPS, relative à l'a-tubuline (figure 18). Puisque nos études 
préliminaires n'ont pas démontré une différence dans la maturation de TLR4 en absence 
de PC 1/3 suite à une stimulation au LPS, nous avons voulu voir si PC 1/3 régule la 
sécrétion de cytokines via un autre mécanisme. Donc, nous avons vérifié si PC 1/3 avait un 
rôle régulateur dans la transcription des gènes codant pour les cytokines pro-
inflammatoires en présence de LPS. 
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3.8 L'Effet de PC1/3 sur l'expression d'ARNm des cytokines pro-inflammatoires 
Nous avons voulu examiner si PC 1/3 régulait la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires en influençant la transcription de gènes codant pour ces médiateurs de 
l'inflammation. Les courbes de time course ont démontré une sécrétion significativement 
plus abondante de cytokines pro-inflammatoires dans les souris PC 1/3 KO à partir de 4 
heures suivant une stimulation au LPS. Parallèlement, suite à une stimulation de 4 heures 
au LPS, nous avons mesuré la quantité de ces mêmes cytokines dans le milieu des 
macrophages PC 1/3 KO dans des études précédentes (GAGNON et DAY, résultats non 
publiés). Donc, nous avons voulu examiner l'expression génique de ces cytokines pro-
inflammatoires dans les macrophages PC 1/3 KO à ce point de 4 heures suivant une 
stimulation au LPS, afin de déterminer si une corrélation entre la sécrétion et l'expression 
génique des cytokines existait dans ce modèle KO. Les macrophages péritonéaux isolés 
de souris WT et PC 1/3 KO ont donc été stimulés pendant 4 heures suivit d'une extraction 
de l'ARN. Une réaction de transcription inverse a permis d'obtenir une population 
d'ADNc, l'ADN complémentaire à l'ARNm exprimé dans les macrophages. 
La quantité d'ARNm des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a et IL-1 (3) a été 
déterminée par PCR quantitative (qPCR) en utilisant l'ADNc obtenu des macrophages 
stimulés 4 heures au LPS. Les résultats présentés dans la figure 19 sont décrits en quantité 
d'ARNm de macrophages stimulés au LPS pour 4 heures relative à la quantité d'ARNm 
de macrophages en présence de PBS. La quantité relative d'ARNm mesurée dans les 
macrophages péritonéaux WT stimulés au LPS d'IL-6 est d'environ 1 700 fois la quantité 
observée dans les macrophages non stimulés (figure 19). Cette valeur n'est pas 
significativement différente de la quantité observée dans les macrophages PC 1/3 KO 
stimulé au LPS avec une valeur de 1 400 fois plus abondante que l'ARNm isolé de 
macrophages PC 1/3 KO non stimulés. L'ARNm du TNF-a chez les macrophages WT et 
PC 1/3 KO stimulé 4h aux LPS a été mesuré à 130 et 300 fois la quantité retrouvée dans 
les macrophages non stimulés (figure 19). Une quantité de 330 fois plus d'ARNm d'IL-ip 
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a été détectée dans les macrophages de type sauvage suivant une stimulation au LPS 
comparé à ceux non stimulés (figure 19). Similairement, l'ARNm d"IL-1P retrouvé dans 
les macrophages PC 1/3 KO en présence de LPS pendant 4 heures a été mesuré à environ 
500 fois la quantité d'ARNm isolé de macrophages non stimulés. Donc, les évidences 
démontrent qu'il n'y a pas de différence significative dans l'expression des gènes des 
cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a et IL-1P) entre les macrophages WT et PC 1/3 
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Figure 19. Expression génique relative des cytokines pro-inflammatoires dans les 
macrophages péritonéaux WT et PC1/3 KO stimulés au LPS. 
L'ARNm des macrophages péritonéaux de souris WT et PC 1/3 KO ont été extraits 
suivant une stimulation de LPS (100 ng/mL) pendant 4 heures. La quantité d'ARNm est 
exprimée sous forme d'un ratio d'ARNm isolés de macrophages stimulés au LPS relatif 
aux macrophages stimulés avec de la saline (PBS) quantifiés par RT-PCR quantitative. 
Toutes les valeurs sont normalisées avec l'ARNm de l'actine. (n=3) 
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3.9 L'influence du PC1/3 sur la différenciation Thl/Th2 des lymphocytes T 
Il existe une relation ainsi qu'une communication entre le système immunitaire inné et 
acquis tel que décrit dans l'Introduction. L'interaction entre les cellules présentatrices 
d'antigène, incluant les macrophages et les cellules Th, est représentée schématiquement 
dans la figure 4 de la section Introduction. Il est évident, donc, que les macrophages 
possèdent la capacité d'influencer une voie de différenciation, soit en Thl ou Th2, lors 
d'une infection. Puisque les évidences précédentes ont démontré une implication de 
PC 1/3 dans la régulation négative dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires in 
vivo, nous avons voulu déterminer la possibilité d'un rôle de PC 1/3 dans la différenciation 
préférentielle des cellules Th comme moyen de réguler la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. Des études de time course ont permis d'évaluer le rôle de PC 1/3 dans 
l'induction d'une voie Thl ou Th2. 
En premier lieu, les niveaux basaux d'IL-10 chez les souris WT et PC 1/3 KO ont des 
valeurs en dessous du seuil de détection par le kit ELI SA utilisé pour doser cette cytokine 
anti-inflammatoire. Dans le cas des souris WT, un pic de sécrétion d'IL-10 est observé à 4 
heures suivant une stimulation au LPS avec une concentration autour de 200 pg/mL 
(figure 20 A). La quantité d'IL-10 diminue à partir de 8 heures (50 pg/mL) et revient au 
niveau basai à 24 heures post-stimulation chez les souris WT. Une sécrétion de près de 8 
fois plus importante a été détectée chez les souris PC 1/3 KO, comparées aux souris WT, 4 
heures suivant une stimulation au LPS (figure 20 A). La concentration d'IL-10 diminue 
modestement à 8 heures post-LPS chez les souris PC 1/3 KO, soit de 800 pg/mL, ce qui est 
significativement plus élevé que la quantité répertoriée chez les souris WT à ce temps 
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Figure 20. Sécrétion d'IL-10 et IL-12 dans le plasma des souris WT et PC1/3 KO 
stimulées au LPS en fonction du temps. 
Concentration plasmatique d'IL-10 (A) et IL-12 (B), qui sont indicatifs d'une 
différenciation Th2 et Thl respectivement, de souris PC 1/3 KO et WT suivant une 
stimulation i.p. de 100 |ig de LPS de 4, 8 et 24 heures. Les souris PC 1/3 KO décèdent 
avant 24 heures suivant une stimulation au LPS. (n=4-7, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) 
77 
Le profil de sécrétion d'IL-12 chez les souris WT ressemble à celui d'IL-10. En absence 
de stimulation au LPS, les concentrations d'IL-12 sont négligeables chez les souris WT et 
PC 1/3 KO (figure 20 B). Un pic de sécrétion est remarqué encore une fois chez les souris 
WT 4 heures après une stimulation au LPS avec une concentration dTL-12 de 400 pg/mL 
(figure 20 B). Cette valeur diminue de moitié en 8 heures et retourne au niveau basai 
après 24 heures post-stimulation. Similairement, la sécrétion dTL-12 chez les souris 
PC 1/3 KO atteint un maximum 4 heures après une stimulation au LPS de 1 200 pg/mL, 
soit 3 fois plus élevé que la valeur observée chez les souris WT à ce temps (figure 20 B). 
La concentration dTL-12 diminue à 8 heures post-stimulation chez les souris PC 1/3 KO, 
mais la quantité dosée est 3 fois plus importante que celle mesurée chez les souris WT. 
D'autre part, la sécrétion d'IFN-y démontre un profil distinct des autres cytokines étudiées 
in vivo. En absence de stimulation au LPS, nous observons une concentration négligeable 
d'IFN-y dans les souris de type sauvage et PC 1/3 KO (figure 21). La quantité d'IFN-y 
dosée 4 heures après une stimulation au LPS chez les souris WT et PC 1/3 KO sont 
semblable, soit de 500 pg/mL et 400 pg/mL respectivement. Un pic de sécrétion a été 
remarqué à 8 heures post-LPS dans le plasma de souris WT avec une concentration 
d'IFN-y d'environ 1 600 pg/mL. Par ailleurs, la sécrétion d'IFN-y dans le plasma des 
souris PC 1/3 KO suivant 8 heures de stimulation au LPS a été observée à 30 fois plus 
















Figure 21. Sécrétion d'IFN-y dans le plasma des souris WT et PCl/3 KO stimulées 
au LPS en fonction du temps. 
Concentration plasmatique de la cytokine pro-inflammatoire IFN-yde souris PCl/3 KO et 
WT suivant une stimulation i.p. de 100 |_ig de LPS de 4, 8 et 24 heures. Les souris PCl/3 
KO décèdent avant 24 heures suivant une stimulation au LPS. (n=4-7, ***p<0.001) 
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DISCUSSION 
La génération de souris KO pour différentes PCs a permis d'établir une variété de 
fonctions physiologiques pour ces enzymes (tableau I, INTRODUCTION). La découverte 
de cas de déficience en PC 1/3 chez l'humain (O'RAHILLY et al., 1995, JACKSON et 
al., 1997, JACKSON et al., 2003, FAROOQI et al., 2007) a encouragé le 
développement de souris PC 1/3 KO pour étudier son rôle in vivo (ZHU et al., 2002). Par 
contre, les recherches sur PC 1/3 in vivo sont surtout restreintes sur le rôle de cet enzyme 
dans le système neuroendocrinien (WARDMAN et al., 2010). La caractérisation de 
PC 1/3 dans le système immunitaire est pratiquement inexistante dans la littérature. Il 
existe, néanmoins, quelques études qui démontrent l'expression de PC 1/3 dans les 
macrophages (VINDROLA et al., 1994, LAMENDOLA et al., 1997). Le système 
immunitaire est difficile à isoler dans un modèle in vivo, ou même in vitro. Les souris 
PC1/3 KO nous offrent donc un bon modèle pour examiner le rôle de l'enzyme d'un point 
de vue immunitaire, plus spécifiquement lors d'une réponse inflammatoire. 
Notre laboratoire a contribué à la caractérisation du rôle de PC 1/3 dans le système 
immunitaire en démontrant l'expression de l'enzyme dans la rate, un organe immunitaire 
important (LANSAC et al., 2006). Ceci nous a poussés à approfondir nos connaissances 
de l'effet du PC 1/3 sur l'anatomie de la rate. D'ailleurs, nous avons remarqué que les 
rates provenant de souris PC 1/3 KO possédaient une plus grande masse que celles de 
souris de type sauvage. La splénomégalie est le terme qui décrit l'augmentation de la 
masse de la rate. Ce phénomène apparaît dans plusieurs maladies, dont la thrombose de la 
veine portale. En cas d'infection, nous observons ce phénomène, entre autres, dans le 
paludisme et la tuberculose (POZO et al., 2009). 
La splénomégalie peut être causée soit par une augmentation d'apport sanguin (PARIKH 
et al., 2010) soit par une augmentation de l'activité de cellules immunitaires telles que les 
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cellules T et les macrophages (CADMAN et al., 2008), qui résulte en l'hypertrophie de 
la rate. Mises à part que nous n'avons pas observé une plus grande population de 
macrophages dans les rates de souris PC 1/3 KO, nous avons démontré que les 
macrophages péritonéaux provenant de ces souris sont plus actifs au niveau basai, d'après 
les études de TEM. Puisqu'il existe des différences entre les macrophages péritonéaux et 
ceux isolés de la rate, discutées plus tard, nous devons être prudents lorsque nous 
émettons des parallèles trop étroites entre ces deux sous-types de cellules. Il serait 
intéressant d'investiguer si les macrophages de la rate sont en effet présents sous forme 
activée dans les souris PC 1/3 KO au niveau basai Des études plus approfondies 
d'immunohistochimies de la rate pourraient nous donner une indication de la présence de 
macrophages activés dans cet organe de la souris PC 1/3 KO. En effectuant un double 
marquage de F4/80, spécifique pour les macrophages de la rate, en combinaison avec les 
CD80 ou CD40, nous pourrions identifier les macrophages activés dans la rate PC 1/3 KO, 
puisque le CD80 et le CD40 sont surexprimés lors de l'activation des macrophages dans 
cet organe (HAGER et al., 2011). Afin d'obtenir des résultats plus spécifiques sur le 
nombre de macrophages activés dans la rate PC 1/3 KO, des études de cytométrie en flux 
pourraient être effectuées en utilisant des anticorps fluorescents de F4/80 et CD80 ou 
CD40. En présence d'une grande population de macrophages activés dans la rate des 
souris PC 1/3 KO, la cause de la splénomégalie observée dans ces souris transgéniques 
sera mieux caractérisée. 
En examinant de plus près la rate de souris PC 1/3 KO, on remarque une désorganisation 
importante des structures de cet organe, notamment une invasion de la pulpe rouge avec la 
zone marginale ainsi qu'une anomalie dans la structure de la pulpe blanche. Les 
macrophages et les cellules dendritiques sont présents surtout au niveau de la pulpe rouge 
et la zone marginale (SUTTIE 2006, LEISEWITZ et al., 2004), une localisation 
stratégique pour la surveillance sanguine des pathogènes et l'activation des cellules B et T 
de la pulpe blanche. Ce processus systématique permet une séparation des tâches en vue 
d'une réponse immunitaire adéquate. La disparition des cellules dendritiques et l'absence 
de changement dans la population de macrophages suggèrent que les macrophages 
seraient les CPA dans la rate des souris PC 1/3 KO. Cependant, les expériences 
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d'immunohistochimies démontrent un facteur commun, notamment une désorganisation 
importante de la distribution des différents types cellulaires dans la rate de souris PC 1/3 
KO. Ceci concorde avec la déstructuration répertoriée dans le marquage au H&E des rates 
PC 1/3 KO. La désorganisation observée dans cet organe suggère un débalancement de la 
réponse immunitaire dans ces souris pouvant affecter les fonctions immunitaires de la rate 
PC 1/3 KO. Pour examiner la réponse immunitaire dans le modèle de souris PC 1/3 KO, 
nous avons donc simulé une infection bactérienne en injectant du LPS, une composante de 
la paroi bactérienne de type gram négative, dans ces animaux. 
Les courbes de survie réalisées précédemment dans notre laboratoire (GAGNON et DAY, 
résultats non publiés) ont démontré que les souris PC 1/3 KO décèdent plus rapidement 
lors d'une stimulation à une concentration létale de LPS. Ceci corrèle avec les 
observations de la désorganisation de la rate dans les souris PC 1/3 KO, ce qui suggère un 
défaut dans la réponse inflammatoire. Afin de mieux caractériser ce phénotype chez les 
souris PC 1/3 KO, nous avons effectué des études de time course démontrant une sécrétion 
exagérée de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a et IL-1P) dans le plasma de 
souris PC 1/3 KO pour une période prolongée. De plus, même à une dose non létale de 
LPS, les souris PC1/3 KO ne survivent pas jusqu'à 24 heures suivant l'injection, des 
résultats comparatifs à ceux obtenus dans les courbes de survies. 
Une parenthèse importante à soulevée en comparant les courbes de time course avec les 
cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les macrophages isolés des souris PC 1/3 KO, 
est que la sécrétion d'IL-lp par les macrophages PC1/3 KO est comparable au WT 
suivant une stimulation au LPS (GAGNON et DAY, résultats non publiés). Par contre, en 
observant les courbes de time course la quantité d'IL-lp est significativement plus élevée 
dans le plasma des souris PC 1/3 KO comparée aux souris WT stimulées au LPS (figure 9, 
RÉSULTATS). Certainement, l'IL-lp est sécrété par plusieurs cellules immunitaires, 
incluant les cellules dendritiques (KITAJIMA et al., 1995), NK (DE SANCTIS et al., 
1997), neutrophiles et mastocytes (GUMA et al., 2009) ainsi que les monocytes et les 
macrophages (BEUSCHER et al., 1990) qui pourraient tous contribués à la sécrétion 
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massive observée dans le plasma des souris PC 1/3 KO. Cependant, une hypothèse 
alternative peut être formulée pour expliquer l'absence d'une différence dans la sécrétion 
d'IL-ip entre les macrophages PC1/3 KO et WT. 
La sécrétion de l'IL-ip requiert la formation de l'inflammasome, décrite plus bas, ainsi 
que l'activité de la caspase-1. L'activation de l'inflammasome requiert la stimulation par 
l'ATP liant le récepteur P2X7, un canon ionique de potassium, causant l'activation des 
éléments de l'inflammasome, tels que le Nlrp3 et l'ASC (VAN DE VEERDONK et al., 
2011). Un groupe de chercheurs a démontré récemment que les macrophages stimulés 
seulement avec du LPS sécrètent significativement moins d'IL-ip que les monocytes 
isolés (NETEA et al., 2009). De plus, il a été démontré que l'induction d'IL-ip requiert 
la co-stimulation d'ATP ou d'IFN-y en présence d'un antigène pathogénique, tel que le 
LPS. Puisque les macrophages isolés ne sécrètent pas assez d'ATP endogène, 
l'inflammasome ne peut se former ce qui nuit à la sécrétion d'IL-ip. Dans un modèle in 
vivo, la production d'ATP par d'autres cellules immunitaires peut compenser et stimuler 
les macrophages pour l'induction de la sécrétion d'IL-lp. De plus, il a été démontré dans 
l'étude présentée, que les souris PC1/3 KO sécrètent une quantité exagérée d'IFN-y, ce 
qui fournit un deuxième signal aux macrophages pour la stimulation de la sécrétion d'IL-
lp, en présence du LPS. La stimulation des macrophages PC 1/3 KO isolés avec du LPS 
en présence d'ATP ou d'IFN-y permettra de valider cette hypothèse. 
Puisque PC 1/3 et PC2 sont des enzymes fonctionnellement reliées, il était important de 
répéter les expériences avec les souris PC2 KO afin de s'assurer que le phénotype observé 
était dû aux fonctions régulatrices de PC1/3 seulement. L'utilisation des souris PC7 KO 
nous a aussi fourni un bon contrôle puisqu'aucun phénotype n'a été observé jusqu'à 
présent pour cet animal (VILLENEUVE et al., 2002). La sécrétion massive de cytokines 
pro-inflammatoires retrouvée dans les souris PC 1/3 KO n'est pas observée dans les autres 
modèles de PCs étudiés. Ces résultats démontrent des évidences que les souris PC 1/3 KO 
sont plus susceptibles au choc septique. Afin de mieux caractériser la régulation de la 
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réponse inflammatoire dans les souris PC 1/3 KO, nous avons examiné les possibles 
cellules immunitaires responsables de cette réponse inflammatoire exagérée. 
L'expression de PC 1/3 a été démontrée dans une lignée de monocytes, notamment le 
THP-1 (LAMENDOLA et al., 1997), et dans les macrophages alvéolaires de rats 
(VINDROLA et al., 1994). Notre laboratoire avait aussi identifié que PC 1/3 était 
colocalisé avec le CD 14 dans la pulpe rouge de la rate de rats (LANSAC et al., 2006), 
que nous supposons représente les macrophages. Puisque le CD 14 est exprimé sur 
plusieurs cellules immunitaires, nous avons voulu confirmer l'expression de PC 1/3 dans 
les macrophages. Par contre, l'isolation des macrophages dans la rate est un exploit 
complexe et parfois fastidieux. Nous avons sondé comme alternative l'utilisation des 
macrophages isolés du péritoine de souris. Il est évident que les macrophages de la rate 
contiennent certaines caractéristiques distinctes des macrophages péritonéaux. Le profil 
d'expression génique diffère grandement entre les macrophages de la rate et du péritoine. 
Il a été démontré que le profil d'expression retrouvé dans les macrophages du péritoine 
suggère un rôle prédominant d'immunosurveillance avec une expression importante de 
gènes impliqués dans l'adhésion et la migration cellulaire (GORGANI et al., 2008). 
D'un autre côté, les macrophages de la rate auraient un rôle plus important dans 
l'interaction avec les cellules du système immunitaire acquis, tel que les cellules T. De 
plus, la rate contient une population de macrophages diverse qui est propre à cet organe, 
comme mentionné dans l'introduction. Donc, il est évident que les macrophages 
possèdent des fonctions qui peuvent varier dépendamment de leur localisation in vivo. Ces 
différences doivent être prises en considération en comparant ces deux sous-types 
cellulaires. 
Dans cette étude, nous avons confirmé l'expression génique de PC 1/3 dans les 
macrophages péritonéaux : ceci nous procure un bon modèle pour l'étude des 
macrophages facilement accessibles dans les souris. En perspective, il serait intéressant de 
produire des lignées cellulaires PC1/3 'knock-down ' dans une lignée cellulaire exprimant 
cet enzyme tel que THP-1 (LAMENDOLA et al., 1997), une lignée cellulaire de 
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monocytes qui peut être différenciée en macrophage en utilisant le PMA (phorbol 12-
myristate 13-acétate) (TSUCHIYA et al., 1982). Ceci nous serait plus utile que 
l'utilisation de macrophages primaires, puisque l'acquisition de ces cellules comprend 
certaines limites. Un obstacle important est le bas rendement des souris PC 1/3 KO que 
nous obtenons après un croisement (ZHU et al., 2002). 
Les macrophages contribuent grandement à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 
ce qui contribue à l'inflammation et l'apport de cellules immunitaires au site d'infection 
(COELHO et al., 2005). Les études antérieures ont démontré qu'il y a une augmentation 
de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires à la suite d'une stimulation de 4 heures au 
LPS par les macrophages péritonéaux isolés des souris PC 1/3 KO, sans changement dans 
le contenu cellulaire (GAGNON et DAY, résultats non publiés). Les recherches 
présentées confirment que ce phénomène est propre aux macrophages PC 1/3 KO, 
puisqu'on ne remarque pas de différence dans la sécrétion ni le contenu cellulaire de 
cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages péritonéaux isolés de souris PC2 KO 
et PC7 KO. Ceci concorde avec les études de time course décrites antérieurement. Nous 
avons remarqué, de surcroît, une activation précoce et prolongée des macrophages PC 1/3 
KO à cause de la présence amplifiée de pseudopodes ainsi qu'une disparition des VDE-1, 
un indicatif de l'activité des macrophages (RITTIG et al., 1999). Donc, ces résultats 
établissent une fonction de PC 1/3 dans la régulation de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires par les macrophages. 
Afin de déterminer si ce phénomène peut être reproductible dans un autre contexte 
inflammatoire, nous avons examiné si PC 1/3 avait un rôle similaire dans la voie TLR9, un 
récepteur stimulé par l'ADN bactérien méthylé, soit l'ODN-CpG. En stimulant les 
macrophages PC 1/3 KO à l'ODN-CpG pendant 4 heures, nous n'avons pas observé de 
différence significative dans la sécrétion ni dans le contenu cellulaire de cytokines pro-
inflammatoires dans les cellules. Donc, à partir de ces résultats nous pouvons prétendre 
que PC 1/3 n'est pas impliqué dans la régulation de la sécrétion de cytokines via la voie 
TLR9. Il serait intéressant de poursuivre nos études de l'effet du PC1/3 sur les voies 
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d'activation d'autres TLRs tels que TLR3, TLR5, et TLR7/8 pour confirmer la spécificité 
de l'activité de PC 1/3 sur la voie TLR4. En examinant les profils de sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires dans le plasma ainsi que dans les macrophages isolés des 
souris PC 1/3 KO suivant une stimulation au ligand approprié, une hypothèse sur le rôle de 
PC 1/3 dans la réponse inflammatoire pourra être élaborée. Les TLR3 et TLR7/8 sont des 
TLRs intracellulaires qui répondent à l'ARN double brin ou simple brin, respectivement, 
qui est un indicatif d'une infection virale (NISHIYA et al., 2005). D'un autre côté, le 
TLR5, exprimé à la surface membranaire, est stimulé par la flagelline (ANDERSEN-
NISSEN et al., 2007). Donc, si la stimulation des souris PC 1/3 KO avec les ligands sous-
mentionnés ne démontre aucun changement dans les profils de sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires en comparaison avec les souris WT, nous pourrons confirmer la spécificité 
de la régulation de PC 1/3 à la voie TLR4. La problématique demeure à élucider le 
mécanisme par lequel PC 1/3 effectue son rôle régulateur dans les macrophages. 
Les PCs clivent plusieurs types de substrats, incluant des récepteurs, dont IGF-IR, par 
exemple (STAWOWY et al., 2004, KHATIB et al., 2001). L'activation de certains 
TLRs requiert un clivage d'un précurseur du récepteur comme dans le cas de TLR9. Dans 
les dernières années, des évidences ont démontré un clivage de TLR9 dans l'endosome. 
Ce clivage est un processus nécessaire pour l'activation du TLR9 (PARK et al., 2008, 
EWALD et al., 2008). Nous avons obtenu des résultats préliminaires examinant le 
clivage de TLR4 comme étant une fonction régulatrice de PC 1/3. Jusqu'à présent, aucune 
évidence n'est disponible sur l'activation de TLR4 par un clivage. Les études sur 
l'activation des TLRs, par contre, restent un sujet à explorer. Les études préliminaires 
présentées suggèrent que PC1/3 n'affecte pas l'expression protéique ni la forme activée de 
TLR4. Par contre, la reproductibilité de ces résultats devra être vérifiée afin d'amorcer des 
conclusions concrètes. En continuant l'exploration du mécanisme potentiel par lequel 
PC 1/3 régule la sécrétion de cytokine dans les macrophages, nous avons étudié l'impact 
de PC 1/3 sur la transcription des gènes codants pour IL-6, IL-1(3 et TNF-a. 
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La sécrétion de cytokines est un processus qui comporte plusieurs étapes incluant, 
premièrement, la liaison du LPS par le TLR4 et l'induction de la cascade de signalisation 
qui a pour but principal d'activer certains facteurs de transcriptions tels que NFkB et AP-
1. Ces facteurs de transcriptions induisent la transcription de plusieurs gènes pro-
inflammatoires, dont les gènes codant pour les cytokines IL-6, TNF-a et IL-1P (LU et 
al., 2008). Nous n'avons pas observé de différence dans l'expression génique des 
cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages PC 1/3 KO au temps 4 heures après 
une stimulation au LPS. Il serait intriguant d'examiner la cinétique de l'expression de ces 
gènes dans les macrophages PC 1/3 KO à différentes heures suivant une stimulation au 
LPS afin de suivre la progression, s'il y a lieu, de l'expression génique avant et après le 
point 4 heures que nous avons observées dans l'étude présente. La stimulation initiale des 
macrophages cause une sécrétion rapide de cytokines préformées (TAPPER 1996) et 
ensuite une régénération des réserves de cytokines est requise par la transcription génique. 
Donc, des expériences de cinétiques de l'expression génique des cytokines IL-6, TNF-a et 
IL-1(3 nous permettra de constater le rôle régulateur de PC 1/3 dans la transcription des 
gènes des cytokines pro-inflammatoires lors d'une stimulation au LPS. 
Dans les expériences de qPCR, nous avons utilisé l'actine comme gène de référence, 
puisque, suite à des recherches dans la littérature, l'actine est le gène de référence de 
choix dans ce type d'expérience. Par contre, il y a des études qui disputent l'utilisation de 
l'actine comme gène de référence puisque l'expression de ce gène semble instable dans 
les macrophages, comparée à l'expression d'autres gènes de références (PIEHLER et al., 
2010, STEPHENS et al., 2011). Un groupe de chercheurs a démontré que l'expression 
de l'actine varie dans les monocytes, les précurseurs des macrophages, suivant une 
stimulation au LPS (PIEHLER et al., 2010). De plus, les gènes de références HMBS 
(hydroxyméthylbilane synthase) et B2M (fJ-2-microglobuline) ont été démontrés à être 
des gènes plus stables que l'actine dans les macrophages (STEPHENS et al., 2011), ce 
qui pourraient être utilisé alternativement dans nos expériences d'analyse de l'expression 
génique des cytokines pro-inflammatoires. Plusieurs logiciels existent afin de déterminer 
la stabilité de l'expression des gènes de références dans différentes conditions et de types 
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cellulaires. Des exemples incluent geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002), 
NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) et BestKeeper (PFAFFL et al., 2004). Ces 
logiciels utilisent tous des approches statistiques différentes, mais ils suggèrent tous 
d'utiliser au moins deux gènes de références lors de l'analyse de l'expression de gènes par 
qPCR. Donc, il serait intéressant d'utiliser ces logiciels et de comparer les résultats 
obtenus afin de déterminer les meilleurs gènes de références pour notre modèle 
expérimental. Il sera ainsi d'une grande importance de valider nos résultats démontrant 
une absence de changement dans l'expression des gènes de cytokines pro-inflammatoires, 
à 4 heures suivant une stimulation au LPS et les expériences de cinétiques discutées, en 
utilisant des gènes de références plus stables que l'actine. L'identification de ces gènes de 
références peut être déterminée soit par des recherches dans la littérature (HMBS ou 
B2M) ou soit basée sur les résultats des données statistiques obtenues par l'utilisation des 
logiciels mentionnés ci-haut. Théoriquement, comme mentionné précédemment, il serait 
plus avantageux d'étudier l'expression de plusieurs gènes de références dans les 
macrophages péritonéaux en condition basale et suivit d'une stimulation au LPS. Le gène 
démontrant une expression stable serait le meilleur choix du gène à utiliser pour 
normaliser les données. 
En examinant les macrophages péritonéaux isolés de souris PC 1/3 KO et WT par 
microscopie électronique, nous avons observé une différence dans les types vésiculaires, 
notamment les VDE, dans la cellule suivant une stimulation au LPS. Par contre, des 
études plus approfondies sont requises pour identifier ces types vésiculaires. Des 
expériences de microscopie confocale pourraient être utilisées afin d'analyser la 
distribution des types vésiculaires impliqués dans la sécrétion de cytokines dans les 
macrophages PC 1/3 KO. Ces études nous permettraient d'identifier la présence ou 
l'absence de certains types vésiculaires dans les macrophages PC 1/3 KO impliqués dans 
la sécrétion de cytokines. Des marqueurs de protéines tels que COPII, impliqué dans la 
voie canonique de la sécrétion de cytokines (NICKEL and RABOUILLE 2009), ou 
même LAMP I, un marqueur des lysosomes (ALBERTTI et al., 2010), permettraient 
d'identifier les différents types de VDE observé par microscopie électronique. 
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Le mécanisme de sécrétion des vésicules qui contiennent les cytokines dans les cellules 
immunitaires reste un sujet sous débat dans la littérature. Deux types de processus ont été 
proposés jusqu'à présent : un mécanisme de sécrétion canonique et non canonique 
(DUITMAN et al., 2011). Dans le cas de la sécrétion canonique, les cytokines IL-12, IL-
6 et TNF-a, entre autres, utilisent ce mécanisme. La sécrétion canonique contient 
différents sous-types de mécanismes qui varient d'une cytokine à l'autre. Soulignons qu'il 
y a aussi un mécanisme général qui s'applique à tous. Les cytokines sont synthétisées 
dans le cytoplasme et ensuite elles passent par le RE et le golgi dans lequel les vésicules 
se forment pour être transportées vers la membrane plasmique. Elles sont ensuite 
sécrétées dans le milieu extracellulaire (DUITMAN et al., 2011). Dans le cas de TNF-a, 
la forme inactive s'accumule au niveau de la membrane cellulaire et requiert un clivage 
avant d'être sécrétée (LIEU et al., 2008). L'IL-ip est une cytokine qui utilise un 
mécanisme non canonique pour être sécrétée par les cellules immunitaires puisqu'elle ne 
contient pas de peptide signal (EDER 2009). Alternativement à l'implication des 
organelles RE et le golgi, cette voie débute avec la production de la pro-IL-1 (3 qui est 
ensuite emmagasinée dans l'inflammasome où la pro-IL-lp est clivée en sa forme active 
par la caspase-1, un régulateur de la sécrétion de cette cytokine (SCHUMANN et al., 
1998, KELLER et al., 2008). Puisque nos observations ont démontré une sécrétion plus 
élevée d'IL-6 et TNF-a comparée à l'IL-lp, surtout dans les macrophages isolés des 
souris PC 1/3 KO, il serait intéressant d'explorer la possibilité que PC 1/3 régule la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par la voie canonique. Comme mentionnée plus 
haut, l'identification des différents types de vésicules nous permettra de mieux 
comprendre l'implication de PC 1/3 dans la sécrétion des cytokines soit par la voie 
canonique ou autre. Des études de colocalisations de PC 1/3 avec les cytokines (IL-6, 
TNF-a et IL-1P) ou même avec des marqueurs de différentes vésicules identifiées jusqu'à 
présent comme étant impliquées dans la sécrétion des cytokines dans les macrophages, tel 
que COP II, nous offrira une piste d'exploration afin de déterminer le rôle régulateur de 
PC1/3. 
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Un aspect intéressant à étudier serait l'implication de PC 1/3 dans la régulation des 
endosomes de recyclage. Il est répertorié que les endosomes de recyclage sont importants 
dans la sécrétion de cytokine via la voie canonique parce que ce compartiment accueil une 
variété de cytokines à partir du TGN et les trie (MANDERSON et al., 2007) vers la 
membrane plasmique. Ce compartiment recycle aussi les cytokines vers le TGN ou vers la 
voie de dégradation (HSU and PREKERIS 2010). L'IL-6 et le TNF-a sont dirigés vers 
les endosomes de recyclage pour être triés soit vers la membrane plasmique, dans le cas 
de la cytokine soluble IL-6, soit vers le site de la phagocytose, dans le cas de TNF-a après 
l'activation des macrophages (STOW et al., 2009). La régulation de ce processus de 
triage et de sécrétion ou de recyclage est encore sous exploration, mais il est connu que 
les protéines SNAREs sont impliquées dans le contrôle de la sécrétion à partir des 
endosomes de recyclage (BONIFACINO and ROJAS 2006, STOW et al., 2009, HSU 
and PREKERIS 2010). Il serait intéressant d'explorer l'implication de PC1/3 dans la 
régulation du triage des cytokines dans les endosomes de recyclage. En effectuant des 
expériences de colocalisation de PC 1/3 avec VAMP3, un marqueur de l'endosome de 
recyclage (MURRAY et al., 2005), nous pourrions démontrer un rôle pour PC 1/3 dans 
ce processus de régulation de cytokine au niveau de ce compartiment. En identifiant le 
mécanisme d'action de PC 1/3 dans le contrôle de la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires dans les macrophages, le substrat de cette enzyme serait ensuite plus 
facilement élucidé. 
Notre laboratoire a démontré l'expression d'un substrat connu de PC 1/3, la 
proenképhaline (PENK), dans la rate de rat (LANSAC et al., 2006). Il a aussi été établi 
que PC 1/3 était co-exprimé avec PENK et plusieurs produits de clivage de PENK, issus 
de l'activité enzymatique de PC 1/3 comme l'enkélytine dans la rate. Il est connu que les 
systèmes immunitaires et nerveux communiquent entre eux pour contrôler la réponse 
inflammatoire (SALZET et al., 2000, STEINMAN 2004, STERNBERG 2006). Par 
contre, la production de peptides comme l'enkélytine ne permet pas d'expliquer les 
phénotypes observés dans les macrophages. Les produits de clivage de PENK possèdent 
des rôles antibactériens, dans le cas de l'enkélytine (METZ-BOUTIGUE et al., 2003, 
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TASIEMSKI et al., 2000), tandis que met-enképhaline stimule la sécrétion de cytokines, 
dont l'IL-6 (KAMPHUIS et al., 1998, SALZET and TASIEMSKI 2001). Ces 
fonctions du clivage de PENK par PC 1/3 ne régulent pas négativement la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires comme observée dans la présente étude. Donc, PC 1/3 doit 
posséder un rôle supplémentaire soit dans le clivage, soit dans le transport d'une protéine 
régulatrice de la sécrétion de cytokine. 
Le triage de PC 1/3 dans la voie de sécrétion régulée implique la région C-terminale de 
l'enzyme qui contient une région amphipatique et un domaine d'hélice-a hydrophobique 
qui lie l'enzyme au site de formation des granules de sécrétions denses (DCSG) dans le 
TGN (DIKEAKOS et al., 2009). Certaines études ont démontré une fonction possible de 
PC1/3 en tant que chaperonne pour différentes protéines vers les DCSG en liant le site 
dibasique d'acides aminés reconnus par PC 1/3 (DIKEAKOS and REUDELHUBER 
2007). PC 1/3 pourrait donc réguler indirectement la sécrétion de cytokines via une 
association avec une protéine impliquée dans le triage des cytokines dans l'endosome de 
recyclage. EpsinR est une protéine adaptatrice requise pour le recyclage du contenu 
endoplasmique vers le TGN (SAINT-POL et al., 2004) et contient le site de 
reconnaissance par PC 1/3 (R-X-R/K-Ri). Cette molécule adaptatrice s'associe avec la 
clathrine, une molécule qui recouvre certaines vésicules, ainsi que l'AP-1, une protéine 
adaptatrice présente surtout dans le TGN (MILLS et al., 2003, HIRST et al., 2003). Par 
contre, epsinR lie aussi, via son domaine ENTH, le vtilb (HIRST et al., 2004), un 
SNARE impliqué dans la sécrétion de TNF-a (STOW et al., 2006). Ces deux rôles de 
l'epsinR pourraient être régulés par PC 1/3 soit par association, soit par une activité 
enzymatique. Des expériences de pull-down seraient utiles afin d'identifier une interaction 
entre PC 1/3 et epsinR dans les macrophages. D'ailleurs, les macrophages possèdent aussi 
une fonction régulatrice en influençant la réponse immunitaire acquise, ce qui nous a 
incités à investiguer les types cellulaires T CD4+ prédominants dans les souris PC 1/3 KO 
stimulées au LPS. 
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Les cellules T CD4+ ont la capacité de se différencier en plusieurs sous-types ayant des 
fonctions pro- ou anti-inflammatoires. Nous avons restreint nos études sur l'effet de 
PC 1/3 dans la régulation de la balance entre les cellules Thl et Th2, ayant des rôles pro-
ou anti-inflammatoires, respectivement. En présence de LPS, la voie Thl semble être 
favorisée dans les souris PC 1/3 KO puisque nous observons une concentration démesurée 
d'IFN-y, une cytokine indicative de la voie Thl. L'induction de la différenciation en Thl 
débute avec la sécrétion d'IL-12, une cytokine sécrétée surtout par les CPA, telles que les 
macrophages et les cellules dendritiques (ZHANG and WANG 2008). Par contre, nous 
avons démontré par immunohistochimie que la population des cellules dendritiques était 
réduite dans les rates des souris PC 1/3 KO. Ceci nous indique que les macrophages 
semblent être les CPA ayant une importance de l'induction de la voie Thl dans les souris 
PC 1/3 KO. 
De plus, le profil de sécrétion d'IL-10 dans le plasma des souris PC 1/3 KO suggère un 
défaut de cette cytokine à réguler les activités pro-inflammatoires des macrophages, 
puisque l'IL-10 est connu pour inhiber les fonctions pro-inflammatoires de ces cellules 
(FIORENTINO et al., 1991). Afin de confirmer cette hypothèse, il serait intéressant 
d'effectuer des expériences plus approfondies sur la réponse des macrophages PC 1/3 KO 
à l'inhibition par l'IL-10. Ces expériences consisteraient à mesurer la sécrétion des 
cytokines (IL-6, TNF-a, IL-lp) par les macrophages PC1/3 KO exposés à l'IL-10 suivant 
une stimulation au LPS. En absence de changement dans la concentration de cytokines 
sécrétées par les macrophages PC 1/3 KO en présence de l'IL-10 appuiera notre hypothèse 
que ces cellules sont insensibles à l'inhibition par l'IL-10. Cependant, il existe plusieurs 
sources d'IL-10 in vivo qui pourraient influencer la sécrétion d'IL-10 dans les souris 
PC 1/3 KO. 
Alors que les cellules Th2 sécrètent l'IL-10, comme mentionné dans l'introduction, il 
existe des évidences citées dans la littérature confirmant la sécrétion d'IL-10, en plus de la 
sécrétion d'IFN-y, par les cellules Thl sous certaines conditions, tel qu'en présence d'une 
concentration élevée d'antigène pathogénique et d'IL-12 (SARAIVA and O'GARRA 
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2010). Les mécanismes par lesquels Thl sécrète l'IL-10 restent à être élucidés, quoique la 
sécrétion de cette cytokine anti-inflammatoire semble être régulée par l'IL-4, une cytokine 
sécrétée par les cellules Th2 (TRINCHIERI 2007). D'un autre côté, l'IL-4 favorise la 
sécrétion d'IL-10 par les cellules Th2. En examinant le profil de sécrétion d'IL-4 dans les 
souris PC 1/3 KO, nous pourrons déterminer une source potentielle de la sécrétion élevée 
de cette cytokine pro-inflammatoire. Une sécrétion élevée d'IL-4 dans les souris PC 1/3 
KO par rapport aux WT stimulées au LPS suggère que l'IL-10 provient des cellules Th2, 
suite à une stimulation par l'IL-4. Par contre, un profil de sécrétion d'IL-4 comparable 
entre les souris PC 1/3 KO et WT suite à une stimulation au LPS, démontrerait que la 
sécrétion d'IL-10 ne provient pas nécessairement des cellules Th2. Dans un tel cas, il 
serait intéressant d'étudier l'implication d'autres cellules T qui jouent un rôle régulateur 
de la balance Thl/Th2, tel que les cellules T régulatrices (Treg). 
Les Tregs sont des régulateurs par excellence des fonctions inflammatoires in vivo 
impliquant la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telle que l'IL-10 et le TGF-p 
(BELKAID 2007). L'expression du CD4, CD25 ainsi que le facteur de transcription 
Foxp3 permettent d'identifier les Tregs dans une population de cellules T (VIGNALI et 
al., 2008). Les fonctions régulatrices des Tregs impliquent, entre autres, la régulation de 
la balance Thl/Th2 durant une infection. En effet, l'IFN-y stimule l'expansion des Tregs 
causant une augmentation de la sécrétion d'IL-10 par ces cellules qui en retour inhibe les 
fonctions pro-inflammatoires par les cellules Thl (MCGUIRK and MILLS 2002) . Les 
Tregs peuvent aussi induire l'apoptose chez les cellules Th2 par la sécrétion des 
granzymes A et B, appartenant à une famille de sérines protéases, et par un mécanisme 
impliquant un rôle pour le CTLA-4, un antigène exprimé par les Tregs (TIAN et al., 
2011). Il est suggéré que le CTLA-4 diminue l'expression du CD80 et CD86 sur les CPA 
inhibant ainsi l'interaction de CD80/CD86 avec le CD28 sur les Tregs. Ceci résulte en 
une diminution de la production d'IL-2, une cytokine importante dans la prolifération des 
cellules Th2. En mesurant la quantité d'IL-2 dans le plasma des souris PC 1/3 KO 
stimulées au LPS, nous aurons un indicatif de la prolifération des cellules Th2. De plus, la 
détection d'une quantité élevée des granzymes A et B supportera davantage l'hypothèse 
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que les cellules Th2 semblent subir des événements apoptotiques, ce qui corrèle avec nos 
observations d'un manque de régulation de la sécrétion pro-inflammatoire. Il serait 
également curieux d'examiner la quantité comparative des cellules Tregs dans le plasma 
des souris PC 1/3 KO et WT stimulées au LPS en isolant les cellules T CD4+CD25+ 
exprimant le Foxp3. L'absence de ces cellules régulatrices dans notre modèle murin 
confirmera un manque de régulation de la réponse inflammatoire, surtout dans la balance 
Thl/Th2. Dans le cas échéant où nous observons une quantité plus élevée de Tregs dans 
les souris PC 1/3 KO, une enquête plus approfondie sera requise afin de déterminer si la 
régulation par les Tregs favorise l'apoptose des cellules Th2. Nous pourrions vérifier ceci 
en examinant les profils de sécrétions des cytokines mentionnées plus hauts, en plus de 
l'expression du CTLA-4, une molécule importante dans le mécanisme d'induction de 
l'apoptose dans les cellules Th2. 
La complexité de la réponse inflammatoire, ainsi que la subséquente régulation de 
l'inflammation, nous démontre la nécessité de continuer nos études de la dérégulation de 
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le modèle murin PC 1/3 KO afin 
d'élucider un mécanisme de régulation. 
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CONCLUSION 
La génération de souris KO a grandement contribué à la découverte de rôles 
physiologiques de plusieurs protéines, incluant les PCs. Traditionnellement, PC 1/3 a été 
reconnue comme étant une enzyme protéolytique avec des fonctions restreintes dans le 
système neuroendocrinien. L'étude présentée maintient comme but primaire d'examiner 
la souris PC 1/3 KO sous un aspect immunitaire afin d'approfondir nos connaissances des 
phénotypes dans ces animaux. L'utilisation des souris PCl/3 KO nous a permis d'élucider 
un rôle régulateur de PCl/3 dans le système immunitaire inné en lien avec la réponse 
inflammatoire. 
La susceptibilité des souris PCl/3 KO au sepsis suite à une stimulation au LPS comporte 
une caractéristique importante de ce modèle murin. La désorganisation de la rate PCl/3 
KO démontre un défaut physiologique de l'organisation de cet organe immunitaire qui 
pourrait affecter la réponse à une infection. De plus, la disparition des cellules 
dendritiques dans la rate des souris PCl/3 KO corrèle avec des études démontrant une 
déplétion ainsi que l'induction de l'apoptose dans les cellules dendritiques chez les 
patients atteints du sepsis (HOTCHKISS et al., 2002, TINSLEY et al., 2003). Ces 
caractéristiques, en plus de l'activation précoce des macrophages PCl/3 KO isolés, 
semblent démontrer une sensibilité des souris PCl/3 KO au développement du sepsis. Des 
études sur l'organisation et l'identification des populations de cellules immunitaires dans 
le thymus, un organe ayant un rôle immunitaire défini, permettront de mieux caractériser 
cette sensibilité des souris PCl/3 KO au sepsis. 
Le développement du sepsis enclenche une panoplie de mécanismes pro-inflammatoires, 
dont quelques-uns ont été examinés dans l'étude présente. Des résultats convaincants ont 
démontré un rôle régulateur de PCl/3 dans la réponse inflammatoire au LPS, tel que les 
études in vivo de time course. Le profil de sécrétion exagérée d'IFN-y, en combinaison du 
cytokine storm (IL-6, TNF-a, IL-1P) observé, représente un débalancement dans la 
réponse inflammatoire induite par le LPS. Bien que ces observations apportent un 
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phénotype important pour la caractérisation des souris PC 1/3 KO, il est essentiel 
d'examiner le rôle régulateur de PC 1/3 au niveau cellulaire dans le but d'élucider un 
mécanisme d'action. L'expression de PC1/3 dans les macrophages péritonéaux nous 
fournit un modèle cellulaire pour l'étude de la régulation de PC 1/3 dans la réponse 
inflammatoire. 
En effet, PC 1/3 semble réguler la réponse inflammatoire dans les macrophages au niveau 
cellulaire, démontrée dans des études précédentes (GAGNON et DAY, résultats non 
publiés), en présence de LPS, mais pas l'ODN-CpG, tel que décrit dans l'étude présente. 
Le PC 1/3 régule donc la régulation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par la 
voie TLR4, mais pas la voie TLR9. Des études subséquentes seront requises afin de 
déterminer si PC 1/3 régule les fonctions pro-inflammatoires via d'autres voies 
d'activation, telles que les TLRs intracellulaires (TLR3 et TLR7/8) et le TLR5, un TLR 
liant la flagelline à la surface cellulaire des macrophages. Une régulation par PC 1/3 de la 
réponse inflammatoire dans la voie de TLR5 et TLR4, exclusivement, démontrerait un 
aspect intéressant du mécanisme de PC 1/3. Ceci démontrerait une fonction régulatrice de 
PC1/3 impliquée dans les voies des TLRs membranaires seulement. Quoi qu'il en soit, le 
contrôle de la sécrétion de PC 1/3 reste à déterminer. Nous supposons que la régulation de 
PC 1/3 implique une fonction dans la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires puisque 
le contenu cellulaire dans les macrophages PC 1/3 KO est comparable au WT en présence 
de LPS. Des études plus approfondies sont requises pour confirmer que PC 1/3 régule la 
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires par un mécanisme post-transcriptionnel dans 
les macrophages péritonéaux. L'activation des cellules impliquées dans la réponse 
immunitaire acquise via la présentation d'antigène par l'expression du CMH II est une 
caractéristique importante des macrophages dans la régulation de l'inflammation. 
La sécrétion de cytokines ainsi que la présentation d'antigène par les macrophages 
influencent la différenciation des cellules T CD4+. Notre étude a démontré que la voie 
pro-inflammatoire Thl semble dominer la réponse inflammatoire dans les souris PC 1/3 
KO, mise en évidence avec une sécrétion disproportionnée d'IFN-y. La balance de 
l'activation des cellules Thl et Th2 implique plusieurs médiateurs, incluant le profil de 
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sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Un environnement contenant une grande 
quantité d'IL-12 et IFN-y favorise la voie Thl, tel qu'observé dans cette étude. Par contre, 
la sécrétion importante d'IL-10 dans le plasma de souris PC1/3 KO stimulées au LPS 
démontre l'induction d'une réponse anti-inflammatoire dans ce modèle murin. Plusieurs 
études ont démontré un lien entre la sécrétion augmentée d'IL-10 et le taux de mortalité 
chez les patients qui ont développé le sepsis sévère (MUENZER et al., 2010). D'ailleurs, 
la sécrétion d'IL-10 est stimulée par le TNF-a et a pour but primaire de réduire la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages (OBERHOLZER et al., 
2002), une caractéristique qui n'est pas observée dans l'étude présentée. En vérifiant la 
réponse des macrophages à l'inhibition par l'IL-10 ainsi que l'identification de la source 
primaire de cette cytokine anti-inflammatoire nous permettra de mieux caractériser ce 
phénomène dans notre modèle murin PC 1/3 KO. 
Il est évident que les souris PC 1/3 KO possèdent un phénotype immunitaire qui est décrit 
par un manque de régulation de la réponse inflammatoire lors d'une stimulation par le 
LPS. La susceptibilité de ces souris au choc septique démontre un aspect important au 
phénotype immunitaire des souris PC 1/3 KO. Le sepsis est une pathologie avec un grand 
facteur d'impact dans la société médicale, même dans les pays occidentaux, avec une 
occurrence d'environ 750 000 cas de sepsis sévère chaque année aux États-Unis dont 30 à 
50 % de ces patients décèdent (SCHLICHTING and MCCOLLAM 2007). Seulement 
le traitement à la protéine C activée est reconnu pour le traitement du sepsis par la FDA 
{Fédéral Drug Administration) (RITTIRSCH et al., 2008). Donc, l'étude du sepsis reste 
un sujet pertinent afin de participer dans le développement de nouveau traitement pour 
cette pathologie. L'effet protecteur de PC 1/3 dans le sepsis peut contribuer à la meilleure 
compréhension de cette pathologie. En identifiant le ou les substrats de PC 1/3 dans le 
système immunitaire, on pourra également élucider le mécanisme de régulation négative 
de cette enzyme dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. 
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